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Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors

1. Türkçe ve İngilizce olarak hazırlanacak metinler 12 pt, Times 
New Roman yazı karakterinde, iki yana yaslanmış düz metin ola-
rak, tüm kenarlarda 25 mm boşluk bırakılarak ve tek aralıklı sayfa 
düzeninde A4 (210 × 297 mm) boyutunda yazılmalıdır. Yazıla-
rın tamamı, şekil ve tablolar dahil olmak üzere orijinal bilimsel 
araştırmalarda 16, derlemelerde 10, olgu sunumlarında ve kısa 
bildirilerde 6 ve editöre mektuplarda 4 sayfayı kaynaklar hariç 
geçmemesi istenir.
2. *.doc ve *.docx biçimindeki metin ile en az 300 dpi çözünürlük-
teki *.jpeg veya *.tiff biçimindeki şekillerin ve tabloların tamamı 
DergiPark üzerinden gönderilmelidir. 
Başvuru sırasında sunulacak dosyalar:
a. Başlık sayfası:
3. Yazı tipi (orijinal araştırma, güncel/davetli derleme, olgu sunu-
mu, kısa bildiriler, editöre mektup) belirtilir. 
4. Konuyu özetleyen kısa başlık yazılır. On kelimeyi geçmemesi 
önerilir.
5. Tüm yazarların adlarının ilk harfleri ve soyadlarının tümü büyük 
olacak şekilde yazıldıktan sonra üst simge ile numaralandırılarak 
çalıştıkları kurum ve adres bilgileri verilmelidir. Adreslerde şehir 
ve ülke adları belirtilmelidir. ORCID numarası verilmesi zorun-
ludur. ORCID numaraları harflerle belirtilerek adreslerden sonra 
yazılabilir.
6. Sorumlu yazar “*” ile belirtilerek açık adres satırlarından sonra 
açık adres, telefon, e-posta bilgilerine yer verilmelidir. Kurum bil-
gileri birden başlayarak numaralandırılıp, adres, şehir, ülke bilgisi 
yazar isimleri altına eklenmelidir. Bu sayfada “sorumlu yazar” be-
lirtilmeli isim, açık adres, telefon ve e-posta bilgileri eklenmelidir. 
Örnek olarak;

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

1.Veteriner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü Müdürlüğü, 
Genetik Laboratuvarı, 06020, Ankara, Türkiye
a.ORCID: 0000-0003-1082-4559
*burhan.toprak@tarimorman.gov.tr, Ahmet Şefik Kolaylı Cad. 
No: 23-1 06200, Keçiören-Ankara Tel: +903123254826

Deney hayvanları kullanımı etik kurulu ve diğer etik kurul 
kararları ve izinler: İlgili kararlara ilişkin bilgiler (Alındığı kuruluş, 
tarih ve sayı) bu başlık altında verilmelidir.
Teşekkürler: kısmı başlık sayfasında yer almalıdır. Daha önce 
kongrelerde sunulan her çeşit bildirinin, başlık sayfasında kongre 
adı, yer ve tarih verilerek belirtilmelidir,
Maddi destek ve çıkar ilişkisi: Makale sonunda varsa çalışmayı 
maddi olarak destekleyen kişi ve kuruluşlar ve varsa bu kuruluş-
ların yazarlarla olan çıkar ilişkileri belirtilmelidir. (Olmaması duru-
mu da “Çalışmayı maddi olarak destekleyen kişi/kuruluş yoktur 
ve yazarların herhangi bir çıkara dayalı ilişkisi yoktur” şeklinde 
yazılmalıdır.
b. Makalenin ana metini:
7. Başlık, özet ve en çok beşer adet anahtar kelime, Türkçe ve İn-
gilizce olarak, ana metin ve kaynaklarla birlikte Başlık sayfasından 
ayrı bir dosya olarak sisteme yüklenmelidir.
8. Orijinal bilimsel araştırmalarda, olgu sunumlarında ve kısa bil-
dirilerde Türkçe ve İngilizce başlık, özet ve en az beş adet anahtar 
sözcük, giriş, gereç ve yöntem, bulgular, tartışma ve sonuç, kay-
naklar sırası ile hazırlanmalıdır. Olgu sunumlarında olgu geçmişi 
kısmı da oluşturulabilir. 

9. Tablo ve şekiller hem ayrı olarak sisteme yüklenmeli hem de 
yazı içinde olması gereken yere yerleştirilmelidir. 
10. Oluşturulan bu ana metin dosyasında kesinlikle yazar adı, ku-
rum, e-posta bilgisi vb. detaylar olmaması gerekmektedir. Tüm 
satırlara sürekli olarak devam eden numara verilmelidir.
11. Özet, Türkçe ve İngilizce olarak, tek paragraf halinde en fazla 
250 sözcük olmalıdır.
12. Anahtar kelimeler, makale içeriğine uygun olarak seçilmeli, 
alfabetik sıraya göre yazılmalı ve beş sözcüğü geçmemelidir.
13. Giriş, konu ile ilgili özet literatür bilgisi içermeli, son paragra-
fında çalışmanın amacı vurgulanmalıdır.
14. Gereç ve Yöntem, ayrıntıya girmeden, anlaşılır biçimde ya-
zılmalıdır. İstenilirse alt başlık kullanılabilir. Alt başlıklar italik yazı 
tipiyle belirtilmelidir. (Ekstraksiyon işlemi, İstatiksel yöntem, De-
ney deseni vb.)
15. Bulgular, bölümünde veriler, tekrarlama yapmadan açık bir 
şekilde belirtilmelidir. Bulgular tablo ve şekillerle desteklenerek 
kısa olarak sunulmalıdır. Tablo başlıkları tablonun üstünde, şekil 
ve grafik başlıkları ise şeklin altında belirtilmelidir. Tablo ve şe-
killerin kodlanması nümerik veya alfa nümerik sembollerle gös-
terilmelidir.
16. Tartışma ve Sonuç bölümünde, araştırmanın sonucunda 
elde edilen bulgular, diğer araştırıcıların bulguları ile karşılaştırıl-
malı ve literatüre olan katkısı belirtilmelidir.
17. Kaynaklar, kaynaklar listesi soyadına göre alfabetik ve krono-
lojik olarak sıralanmalıdır. Metin içerisindeki kaynak, yazar soyadı 
ve yayın tarihi yazılarak Toprak (2006); Toprak ve Erol (2007); Top-
rak ve ark. (2008); Toprak (2012, 2013) cümle sonunda ise sadece 
parantez içerisinde yazar soyadı ve yayın tarihi noktalama işare-
tinden önce yazılmalıdır (Toprak 2006; Toprak ve Toprak 2007; 
Toprak ve ark. 2008; Toprak 2012, 2013); Cümle sonunda birden 
çok kaynak belirtilecek ise kaynaklar tarih sırasına göre küçükten 
büyüğe doğru sıralanmalıdır. Metin içerisinde ikiden çok yazarlı 
kaynak kullanımlarında ilk yazarın soyadı yazılmalı diğer yazarlar 
ise “ve ark.” kısaltması ile belirtilmelidir. Yazılarda ve yerine & işa-
reti kullanılmamalıdır.
18. Dergi adlarının kısaltılmasında “Periodical Title Abbreviations: 
By Abbreviation” son baskısı esas alınmalıdır. Kaynaklar listesinde 
yazar(lar)ın aynı yıla ait birden fazla yayını varsa, yayın tarihinin 
yanına “a” ve “b” şeklinde ibare koyularak belirtilmelidir.
19. Kaynak yazımı ve sıralaması aşağıdaki gibi yapılmalıdır;
Süreli Yayın:
Dubey JP, Lindsay DS, Anderson ML, Davis SW, Shen SK. (1992). 
Induced transplacental transmission of N. Caninum in cattle. J 
Am Vet Med Ass. 201, 709-713.
Yazarlı Kitap:
Fleiss Jl. (1981). Statistical methods for rates and proportions. Sec-
ond edition. New York: John Willey and Sons, p.103.
Editörlü Kitap:
Balows A, Hausler WJ, Herramann Kl, eds.. (1990). Manual of Clini-
cal Microbiology. Fifth edition. Washington DC: IRL Press, p.37.
Editörlü Kitapta Bölüm:
Bahk J, Marth EH. (1990). Listeriosis and Listeria monocytogenes. 
Cliver DD. eds. Foodborne Disease. Academic press Inc, San Di-
ego. p.248-256.

Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi Yayım Koşulları
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Kongre Bildirileri:
Çetindağ M. (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic 
trematoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International 
Congress of Parasitology (ICOPA VIII), October 10-14, İzmir-
Turkey.
Tezler:
Aksoy E. (1997). Sığır Vebası hastalığının histolojik ve immuno-
peroksidaz yöntemle tanısı üzerine çalışmalar. Doktora Tezi, AÜ 
Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Ankara.
Anonim:
Resmi kuruluşlar (Tarım ve Orman Bakanlığı, OIE, FAO vb.) inter-
net sitesi harici kaynakların kullanımı önerilmez. Anonim. (2009). 
Contagious equine metritis. Erişim adresi: http:// www.cfsph.ias-
tate.edu/Factsheets/pdf, Erişim tarihi: 17.10.2009.
Peter AT (2009). Abortions in dairy cows. Erişim adresi: http:// 
www.wcds.afns.ualberta.ca.htm, Erişim tarihi: 14.11.2009.
20. Kaynakların sonuna mevcut ise doi numarası yazılmalıdır.
c. Tam makale: Başlık ve ana metin içeriğinin birleştirilmesiyle 
oluşturulan tam yazı *.pdf dosyası olarak sisteme yüklenmelidir. 
21. Kaynaklar alfabetik olarak sıralandıktan sonra ayrıca numara-
landırmaya gerek yoktur.
22. Simgelerin kullanımına dikkat edilmelidir. Örnek olarak çarp-
ma işareti olarak “x” yerine “×” kullanılmalıdır.
23. Latince cins ve tür isimleri italik yazı tipi ile yazılmalıdır (Mo-
nachus monachus, Anisakis sp.). Tüm ölçüler SI’e (Systeme Inter-
nationale) göre verilmelidir.
24. Deneylerde kullanılan kimyasal, kit vb. gereçlerin marka, mo-
del, üretim yeri bilgileri yer almalıdır. Örnek: Blu-T4 ETVAC aşısı 
(Veteriner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü Müdürlüğü, Anka-
ra, Türkiye).
25. Başlık sayfası, makalenin ana metni ve tam makale olmak üze-
re üç dosya başvuruda bulunmalıdır. 
26. Yayınlanması uygun görülen çalışmaların basılmasına ilişkin 
karar yazar(lar)ına bildirilir.
27. Türkçe yazılar hazırlanırken dil ve kelime bilgisi kuralları için 
Türk Dil Kurumu’nun hazırladığı kaynaklar esas alınmalıdır.
28. Dergiye gönderilen yazılar kabul tarihine göre yayınlanır. Der-
gi gerekli gördüğü durumlarda sıralamayı değiştirme hakkını saklı 
tutar.
Yayın, Hakemleme, Etik İlkeleri ve Yasal Sorumluluklar
Bu dergi öncelikli olarak bakteriyoloji, parazitoloji, viroloji, halk 
sağlığı, epidemiyoloji, aşı üretimi, laboratuvar kalite yönetim sis-
temleri olmak üzere, diğer tüm veteriner bilim alanlarını kapsa-
maktadır. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi araştırma ve yayın 
etiği standartlarına bağlıdır. İntihal tespit edilmesi kabulden sonra 
bile bir yazının reddedilmesine neden olabilir. Editörler, herhangi 
bir etik suistimal şüphesinde, ilgili uluslararası yayın ve araştırma 
etiği kurallarına (COPE guidelines, Cse White Paper on Publicati-
on Ethics, ORI) uygun olarak hareket eder. Dergimizde yayınlan-
ması için gönderilen bilimsel çalışmaların European Convention 
for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental 
and Other Scientific Purposes, Deneysel ve Diğer Bilimsel Amaç-
lar için Kullanılan Hayvanların Refah ve Korunmasına Dair Yönet-
melik hükümlerine uygun olarak yapıldığını, gerekli tüm kurumsal 
etik ve yasal izinlerin alındığını varsayarak, bu konuda dergi yöne-
timi olarak sorumluluk kabul etmemektedir. Çalışmada “Hayvan” 
öğesi kullanılmış ise yazarlar, yazının Gereç ve Yöntem bölümün-
de çalışmalarında hayvan haklarını koruduklarını ve ilgili etik ku-

ruldan onay aldıklarını belirtmek zorundadır. Dergimiz gönderilen 
bilimsel çalışmalarda European consensus-platform for alterna-
tives stratejilerine uygun olarak deney hayvanlarının kullanımın-
da 3R (Replacement, Reduction ve Refinement) kuralına uygun 
davranılmasını bekler ve destekler. Farklı etik kurul onayı ya da 
izin alması (Örneğin klinik araştırmalar etik kurul onayı gibi) de-
ğerlendirme süresince fark edilen yazıların değerlendirmesine ara 
verilerek gerekli izinleri alması için sorumlu yazar uyarılır, gerekli 
izinlerin tamamlanmasından sonra yayın sürecine devam edilir. 
Söz konusu onay bilgileri gereç ve yöntem kısmına eklenir. Ça-
lışmalarla ilgili uluslararası ve ulusal düzenlemeler çerçevesince 
gerekli kurum ve kuruluşlardan alınması gereken tüm izinlerin 
(Örneğin yaban hayatına yönelik çalışma izin belgesi gibi) alına-
rak çalışmaya başlanması yazarların sorumluluğundadır. Dergi 
bu konuda sorumlu tutulamaz. Yazının sorumlu yazarı tarafından 
sistem aracılığıyla gönderilmesi ile yazının bir bölümünün veya 
tamamının başka bir yerde yayınlanmadığı ve aynı anda bir diğer 
dergide değerlendirilme sürecinde olmadığı şeklinde değerlen-
dirilir. Tüm yazarlar yayın içeriği ve hakkında hem fikir olduklarını 
beyan etmiş sayılırlar. Maddi destek ve çıkar ilişkisi durumu ayrıca 
başvuru sırasında editöre bildirilmelidir. Yazıların Türkçe ve İngiliz-
ce tam metinlerinin gönderilmesi ve yayına kabul edilmesi halin-
de tek bir yazı olarak kabul edilerek sırasıyla Türkçesi ve İngilizcesi 
yayınlanır. Gönderilen yazıların basım düzeltmeleri orijinal metne 
göre yapıldığından, yazıların her türlü sorumluluğu (etik, bilimsel, 
yasal, vb.) yazarlara aittir. Dergide yayınlanmak üzere gönderilen 
yazılar tüm yazarlar tarafından imzalanan “Yayın Hakkı Devri Söz-
leşmesi” ile dergiye gönderilir. 
Etlik Veteriner Mikrobiyoloji dergisi açık erişimi desteklemekte-
dir. Yayınlanmak üzere kabul edilen yazıların her türlü yayın hakkı 
yayıncıya aittir. Ancak yazarlar “Eğitim amaçlı, kendi kişisel kul-
lanım hakkı, Makalenin tümünü veya bir kısmını bir toplantıda 
veya konferansta kullanma, Makalenin tümünü veya bir kısmını 
bir toplantıda veya konferansta kullanma, Çalışmalarını çevrimiçi 
olarak kurumsal depolarda veya internet sitelerinde yayınlama, 
Makalelerinin görünürlüğünü arttırmak için herhangi bir sosyal 
medya platformu kullanma, Makalede açıklanan herhangi bir iş-
lem veya prosedür için patent ve ticari marka haklarını saklı tutar. 
Yayınlanması uygun görülen çalışmaların basılmasına ilişkin ka-
rar yazar(lar)ına bildirilir. Türkçe yazılar hazırlanırken dil ve keli-
me bilgisi kuralları için Türk Dil Kurumu’nun hazırladığı kaynaklar 
esas alınmalıdır. Dergiye gönderilen yazılar kabul tarihine göre 
yayınlanır. Dergi gerekli gördüğü durumlarda sıralamayı değiş-
tirme hakkını saklı tutar. Yazıların basım işleri ve yayınlanması için 
herhangi bir ücret talep edilmez. Yazarlara da yazılarının basılması 
karşılığında herhangi bir ödeme yapılmaz. Yayınlanmayan yazılar, 
yazarına iade edilmez. Gönderilen makalelere ilişkin İtirazda veya 
şikâyette bulunmak isteyen yazarlar, ilk olarak, sorumlu yazı işle-
ri müdürüne bir itiraz mektubu göndermelidir. Mektupta, itiraz 
veya şikâyet konusu hakkında ayrıntılı bilgi verilmelidir. Böyle bir 
durumda, sorumlu yazı işleri müdürü konuyu en kısa sürede ince-
lemesi için editör veya yayın kurulu üyelerinden birini görevlen-
dirir. Gerekirse, sorunu araştırmak için arabulucu olarak harici bir 
uzman atanabilir. Ancak sorumlu yazı işleri müdürü, tüm temyiz 
ve şikâyetler için karar verme sürecindeki nihai otoritedir. Dergi, 
itiraz ve şikâyetlerini incelerken COPE kurallarına uyar. Yayın hakkı 
devri sözleşmesine buradan ulaşabilirsiniz.
Tarihçe ve Arşiv
1960-1976 yılları arasında Etlik Veteriner Bakteriyoloji Enstitüsü 
Dergisi,
1977-1986 yılları arasında Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Enstitüsü 
Dergisi,
1987 yılından günümüze kadar Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Der-
gisi adıyla yayınlamıştır.

https://www.nist.gov/sites/default/files/documents/2016/12/07/sp330.pdf
https://www.nist.gov/sites/default/files/documents/2016/12/07/sp330.pdf
https://www.ecopa.eu/
https://dergipark.org.tr/journal/328/file/2654/download
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Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors

1. Manuscripts in Turkish and English languages should be writ-
ten as a justified text leaving 25 mm from all margins, in 12pt 
Times New Roman text character, in single-spaced page format 
and A4 (210 × 297 mm) size. All manuscripts including figures 
and tables should not exceed 16 pages for scientific articles, 10 
pages for reviews, 6 pages for case reports and short communi-
cations 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 re-
view, 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 su-
perscripts. Names of cities and countries should be indicated in 
addresses. ORCID number submission is obligatory. ORCID num-
bers can be written after addresses with an indication of letters. 
6. The responsible author should be indicated with “*” and after 
address lines, full address, e-mail, and phone number should be 
added. Institution information should be enumerated starting 
with 1 and address, name of city and country should be added 
under authors’ names. Example:

The Structure of Papilla Filliforms in Mice Under Light and 
Scanned Electron Microscope
Burhan Toprak1, a,*

1.Veterinary Control Central Research Institute, Laboratory of 
Genetics, 06020, Ankara, Turkey
a.ORCID: 0000-0003-1082-4559
*burhan.toprak@tarimorman.gov.tr, Ahmet Şefik Kolaylı Cad. 
No: 23-1 06200, Keçiören-Phone: +903123254826

Use of laboratory animals Ethics Committee and other deci-
sions 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 in-
stitutions 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 per-
son/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 Turk-
ish 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 sys-
tem 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 conclu-
sion, 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 re-
laventing 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 comprehen-
sible way and be aware giving details. Subtitle can be used if de-
sired. 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 ref-
erence is to be given at the end of the sentence, the references 
should be ordered from small to large in order of date. “&” mark 
should not be used instead of “and”.
18. Abbreviations of journals should be made based on the last 
edition of “Periodical Title Abbreviations: By Abbreviation”. In the 
list of references, if the author has more than one publication of 
the same year, it should be indicated with “a” and “b next to the 
publication date.
19. Reference writing and ranking should be done as follows;
For articles:
Dubey JP, Lindsay DS, Anderson ML, Davis SW, Shen SK. (1992). 
Induced transplacental transmission of N. caninum in cattle. J Am 
Vet Med Ass. 201, 709-713.
For books:
Fleiss Jl. (1981). Statistical methods for rates and proportions. Sec-
ond edition. New York: John Willey and Sons, p.103.
For edited books:
Balows A. Hausler WJ, Herramann Kl, eds.. (1990). Manual of Clini-
cal Microbiology. Fifth edition. Washington DC: IRL Press, p.37.
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For the chapter in edited books:
Bahk J, Marth EH. (1990). Listeriosis and Listeria monocytogenes. 
Cliver DD. eds. Foodborne Disease. Academic Press Inc, San Di-
ego. p.248-256

For congress papers:
Çetindağ M. (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic 
trematoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International 
Congress of Parasitology (ICOPA VIII), October, 10-14, İzmir-
Turkey.

For dissertations:
Aksoy E. (1997). Sığır Vebası hastalığının histolojik ve İmmunope-
roksidaz yöntemle tanısı üzerine çalışmalar. Ph.D. Thesis, Ankara 
University Institute of Health Sciences, Ankara

Anonymous:
It is not recommended to use other internet sites other out of 
website of the official institutions (Ministry of Agriculture and 
Forestry, OIE, FAO, etc.). Anonymous. (2009). Contagious equine 
metritis. Access address: HTTP: // www.cfsph.iastate.edu/Fact-
sheets/pdf, Date of access: 17.10.2009.
Peter AT (2009). Abortions in dairy cows. Access address: HTTP:// 
www.wcds.afns.ualberta.ca.htm, Date of access: 14.11.2009.
20. If doi number available, Doi number should be written at the 
end of the references.

c. Full article: Full text created by combining title and main text 
content should be uploaded to the system as * .pdf file.

21. If the references are ranked alphabetically, there is no need 
to renumber them.

22. It should be attention to the use of symbols. For example, as 
multiplication sign, “x”” should be used instead of “×”.

23. Latin genus and species names should be written in italics 
(Monachus monachus, Anisakis sp.). All dimensions should be 
given according to SI (Systeme Internationale).

24. The brand, model and production place information of the 
chemical and kit used in the experiments should be written. Ex-
ample: Blu-T4 ETVAC vaccine (Central Veterinary Control and Re-
search 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 As-
sociation.

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 Respon-
sibilities
This journal covers primarily bacteriology, parasitology, virol-
ogy, 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 Sci-
entific 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 per-
missions are taken, the journal management does not accept re-
sponsibility as a matter of responsibility. If the “Animal” element 
is used in the study, the authors must state that they protect ani-
mal 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 sci-
entific studies.
Approval of different ethics committee or permission (for ex-
ample, 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 permis-
sions 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 insti-
tutions 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 Ve-
terinary Bacteriology Institute,
Between 1977-1986 as Journal of Etlik Veterinary Microbiology 
Institute Dergisi,
From starting 1987 till today as Journal of Etlik Veterinary Mic-
robiology.
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Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi
Yayın Hakkı Devri Sözleşmesi*

Aşağıda başlığı bulunan ve yazarları belirtilen yazının; 

Başlığı: 
1. Yazar(lar) olarak, yazım(ız)ın orijinal olduğunu, değerlendirilmek üzere eşzamanlı olarak başka bir dergiye 
sunulmadığını, halen başka bir dergide değerlendirme aşamasında olmadığını, bildiri özeti olmak dışında 
daha önce başka bir dergide yayınlanmadığını, bilimsel ve etik sorumluluğunun tarafım(ız)a ait olduğunu, 
diğer yazarlara ulaşılamaması halinde, tüm yazarların bu başvurudan haberdar olduklarını ve tüm yazarların 
araştırmanın her sürecine aktif katıldıklarını beyan ederim(z). 
2. Yapılan çalışmanın derginin yayın kurallarında belirtilen tüm etik değerleri ve kuralları gözeterek, toplu-
mu, herhangi bir kurumu ya da kişiyi rencide edici herhangi bir şekilde yapılmadığını, deney hayvanlarının 
kullanımında etik kurallarına uyulması için gerekli özenin gösterildiğini, dergi sahibi, sorumlu yazı işleri mü-
dürü, editörü ve yayın kurulunun yapılan çalışmadan ve yazıdan dolayı doğabilecek tüm hukuki işlemlerde 
sorumluluk taşımadığını kabul ederim(z). 
3. Yazım(ız)ın yayınlanmak üzere kabul edilmesi halinde, gerekli görülen düzeltmelerle birlikte, derginizin 
belirttiği tüm yazım basılı ve elektronik olarak yayın kurallarına uygun basılması, çoğaltılması, dağıtılması 
gibi tüm haklarını yayın kurallarında belirtilen diğer haklarım(ız) saklı kalmak koşuluyla Etlik Veteriner Mik-
robiyoloji Dergisi’ne devrettiğimizi gayri kabili rücu olarak kabul ederim(z). 

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

*Yazının yayınlanmak üzere Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’ne kabul edilmemesi durumunda bu söz-
leşme geçersizdir. Sözleşmenin bağımsız kopyaları farklı kuruluşlarda çalışan yazarlar tarafından ıslak olarak 
imzalanarak ayrı ayrı sisteme yüklenebilir. İmzalar özgün olmalıdır. 
**Yazarlar yazıda belirtildiği gibi sıralanmalıdır. 
Sorumlu Yazara ait telefon ve yazışma adresi:
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Journal of Etlik Veterinary Microbiology Copyright Release Form*

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

Title:
1. The manuscript is original and has not been submitted or considered for publication elsewhere, is not 
published elsewhere except in the form of abstract, and scientific and ethical responsibility belong(s) to me/
us. In case all authors are not reached, all authors have been informed of the application and all authors 
have participated in the work process actively. 
2. The work has been performed in consideration of ethical values and rules of the journal indicated in the 
publication rules; has been performed in a way not to offend any society, foundation or person and special 
care are shown to comply with ethical rules during animal testing. The owner of the journal, editor in chief, 
the editorial board are not responsible for the legal acts generated from the work and the manuscript.
3. In case of acceptance for publication of the manuscript, with the corrections considered necessary I/we 
hereby grant the Journal of Etlik Veterinary Microbiology, without recourse, the right to publish, distribute, 
reproduce the manuscript according to your Journal’s all printing and electronic printing rules reserving the 
other rights indicated in the publication rules.

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

*The contract is invalid in case the submitted manuscript is not accepted. Independent copies of the cont-
ract 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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Original Article
Özgün Araştırma

Invitro decontamination effect of zinc oxide nanoparticles 
(ZnO-NPs) on important foodborne pathogens

Tahsin Onur Kevenk1 , Ahmet Koluman2 
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2 Pamukkale University, Faculty of Technology, Department of Biomedical Engineering, TR 20160 Denizli, Turkey.
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Abstract: Zinc oxide (ZnO) has been used for many years in the pharmaceutical, cosmetic, paint, textile, and food 
industries for coating surfaces, absorbing UV rays and due to its antimicrobial properties in nanoscale, it has been 
identified as an important chemical for decontamination. Zinc can be found in many foods as well and its allowed 
daily intake for adults has been reported as 8-11 mg. Zinc Oxide Nanoparticles (ZnO-NPs) are generally regarded as 
safe (GRAS) for it being stable under hard processing conditions. Compared to organic acids, ZnO-NPs have better 
durability, selectivity, and heat resistance. In the present study, it was aimed to understand the decontamination 
effect of ZnO-NPs on S. enteritidis, S. typhimurium, S. aureus, L. monocytogenes, and E. coli O157 to develop novel, 
safe decontamination agents for the food industry. For this purpose, <50 µ ZnO-NPs were added into Tryptic Soy 
Broth in 20 mMolar final concentration for the understanding of the antimicrobial effect. After inoculation of the 
pathogens, a counting procedure was performed using the Tryptic Soy Agar by the pour on plate method at 0, 1st, 
2nd, 4th, 6th, 8th, 12th, and 24th hours. As a result, S. enteritidis and S. aureus 3 Log CFU/mL, S. typhimurium and E. coli 
O157 4 Log CFU/mL, L. monocytogenes 2 Log CFU/mL decreased in 24 hours. 
Keywords: Decontamination, foodborne pathogens, nanoparticles, zinc oxide

Çinko oksit nanopartiküllerin (ZnO-NP) önemli gıda kaynaklı 
patojenler üzerine in vitro dekontaminasyon etkisi

Özet: Çinko oksit (ZnO) ilaç, kozmetik, boya, tekstil ve gıda endüstrilerinde yüzeyleri kaplamak, UV ışınlarını absorbe 
etmek için uzun yıllardır kullanılmaktadır ve nano ölçekte antimikrobiyal özellikleri nedeniyle dekontaminasyon için 
önemli bir kimyasal olarak tanımlanmıştır. Çinko, birçok besinde de bulunabilen bir kimyasal olup yetişkinler için 
izin verilen günlük alım miktarı 8-11 mg olarak bildirilmiştir. Çinko Oksit Nanopartiküller (ZnO-NP’ler) zorlu gıda 
işleme koşulları altında stabil kalabilmeleri nedeniyle genellikle güvenli olarak (GRAS) kabul edilmişlerdir. Organik 
asitlerle karşılaştırıldığında, ZnO-NP’ler daha iyi dayanıklılığa, seçiciliğe ve ısı direncine sahiptir. Bu çalışmada, gıda 
endüstrisi için yeni, güvenli dekontaminasyon ajanları geliştirmek için ZnO-NP’lerin S. enteritidis, S. typhimurium, S. 
aureus, L. monocytogenes ve E. coli O157 üzerindeki dekontaminasyon etkisini anlamak hedeflenmiştir. Bu amaçla, 
antimikrobiyal etkinin anlaşılması için Tryptic Soy Broth içerisine nihai konsantrasyonu 20 mMolar olacak şekilde <50 
µ büyüklüğünde ZnO-NP’ler eklenmiştir. Patojenlerin inokülasyonundan sonra, 0., 1., 2., 4., 6., 8., 12. ve 24. saatlerde 
Tryptic Soy Agar’da dökme plak yöntemi ile bakteri sayımları yapılmıştır. Sonuç olarak, 24 saatte S. enteritidis ve S. 
aureus 3 Log CFU/mL, S. typhimurium ve E. coli O157 4 Log CFU/mL, L. monocytogenes 2 Log CFU/mL azalmıştır.
Anahtar kelimeler: Çinko oksit, dekontaminasyon, gıda kaynaklı patojenler, nanopartikül 

Introduction
Particles which dimensions between 1-100 
nanometers (nm) are called nanoparticles. It has 
been reported that, because of their unique physico-
chemical features, high surface area, and volume 
ratio, the nanoparticles have great antibacterial 
activity in fluid and solid environments (Bharat et al., 
2019; El-Mashad, Pan, 2015). Therefore, depending 
on the improvement of hygiene understanding in 
the last few decades these nanoparticles have been 
used in several areas such as biomedical, education, 

textile, and food industry (Deshmukh, Patil, Mullani, 
Delekar, 2019). 

There are plenty of different types of 
nanoparticles according to their basic substance 
it contains. Some inorganic metals (Al, Cu, Au, Fe, 
Ag, Ti, Zn) and metal oxides (Al2O3, CuO, Cu2O, TiO2, 
ZnO) are examples of these (Rajput et al., 2018). 
In the year 2010, it was considered that between 
260,000-309,000 tons of nanoparticles were 
produced in the world and it was estimated that 
this amount of number is going to increase 585,000 
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tons by the year 2019 (Yadav T., 2014). Accordingly, 
zinc oxide nanoparticles (ZnO-NPs) are known as 
the third most-produced metal-oxide nanoparticles 
with 33,400 tons per year (Peng, Tsai, Hsiung, Lin, & 
Shih, 2017). It has been reported that ZnO-NPs are 
a bio-safe material. On the other hand, according 
to some researchers, the information about the 
toxicity of ZnO-NPs are still limited (Rajput et al., 
2018). However, the relationship between the 
size and shape of particle and toxicity has been 
demonstrated (Khare et al., 2015).

The bacterial cell wall is defined as a cellular 
structure consisting of a peptidoglycan layer 
that increases durability and osmotic resistance. 
According to its structural features and content, 
the bacterial cell wall is divided into two subgroups, 
gram-positive and gram-negative (Hajipour et al., 
2012). Several studies showed that gram-negative 
bacteria such as E. coli has been found more 
sensitive to nanoparticles than gram-positive ones 
like S. aureus and L. monocytogenes (Baek YW, An YJ 
2011). Although the lethal effects of nanoparticles 
on bacteria are not fully understood, it is thought 
that the damage occurs as a result of electrostatic 
interaction between nanoparticles and the bacterial 
cell wall (Soenen et al., 2011). 

Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, 
S. aureus, L. monocytogenes, and E. coli O157 have 
been reported as the major foodborne pathogens 
that cause food poisoning or intoxications in the 
USA (Prevention, 2019). 

Salmonella enteritidis and Salmonella 
typhimurium are members of the Salmonella 
genus which are gram-negative bacilli, facultative 
anaerobe, non-spore forming, motile, catalase 
positive, and oxidase negative. It is known that 
the Salmonella genus involves more than 2500 
serotypes, but Salmonella enteritidis and Salmonella 
typhimurium are the most isolated serotypes in 
human infections (Dar et al., 2017; Hur, Jawale, Lee, 
2012). 

S. aureus is gram-positive, non-motile, non-
spore forming, catalase, coagulase, thermo nuclease 
positive, coccus shaped bacteria that can be found 
in the healthy humans’ nasal flora (Wu et al., 2016). S. 
aureus can produce more than twenty enterotoxins 
which are the reason of staphylococcal intoxication 
(Balaban, Rasooly, 2000; Hennekinne, De Buyser, 
Dragacci, 2012). 

L. monocytogenes is gram-positive, motile, non-
spore forming, ubiquitous, psychrotrophic, and in 

intracellular microorganism which is the reason of 
an important food-borne disease called listeriosis 
(Kevenk, Terzi Gulel, 2016). It has been reported that 
listeriosis can occur because of consuming various 
source of foods such as dairy products, meat 
products or unwashed fruits. Furthermore, it has 
been reported that listeriosis is a long incubation 
period disease and may cause many symptoms 
such as abortions, premature births, meningitis, 
septicemia. Also, listeriosis has a relatively high (20-
30%) mortality rate (Gandhi, Chikindas, 2007). 

In this research, it is aimed to understand 
the in vitro decontamination effect of ZnO-NPs 
on important foodborne pathogens and to guide 
the development of new types of disinfectants 
containing nanoparticles for future use. 

Materials and Methods
Bacterial Strains
In the present study, three gram-negative and 
two gram-positive foodborne pathogen such as 
Salmonella enteritidis ATCC 31194, Salmonella 
typhimurium ATCC 14028, E. coli O157 ATCC 43895, 
S. aureus ATCC 46300, and L. monocytogenes ATCC 
7644 used for understanding the decontamination 
effect of ZnO-NPs. 

Preparation of ZnO-NP Solution
Nanopowder ZnO which has <50 µ particle size 
and 10.8 m2/g surface area (Sigma-Aldrich 677450) 
diluted in tryptone soy broth (TSB, Oxoid CM0129). 
Nanopowder TSB solution was prepared under 
aseptic conditions. The stock solution was prepared 
in 0.05 L volume and the final concentration of ZnO-
NPs were calculated 1 Molar. 

Method
All our strains were stored at -20 °C before revived in 
TSB. Each strain was studied under optimal conditions 
recommended by International Organization for 
Standardization (ISO). For this purpose, incubation 
and growth parameters which were specified in ISO 
6579 for Salmonella species, ISO 6888 for S. aureus, 
ISO 11290 for L. monocytogenes, and ISO 16654 
for E. coli O157:H7 were used. The strain’s growth 
conditions were given in Table 1.

Stock ZnO-NPs solution, which was 1 Molar 
concentration, diluted to 20 mmol/L in sterile TSB 
for investigation of the decontamination effect on 
target microorganisms. Later 9 ml. 20 mmol/L ZnO-
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NPs solution dispensed into sterile test tubes under 
aseptic conditions for microbiological analysis.

For investigation of the decontamination effect, 
100 µl 24 hours old fresh cultures of the pathogens 
were added into sterile test tubes which were 
containing TSB with 20 mMolar ZnO-NPs. After 
inoculation of the pathogens, a counting procedure 
was performed using the Plate Count Agar (PCA, 
Oxoid CM0463) at 0, 1st, 2nd, 4th, 6th, 8th, 12th, and 24th 
hours. For this purpose, 9 ml serial decimal dilutions 
which were containing 0.1% peptone water (Oxoid 
CM1049), were prepared and autoclaved at 121°C 
for 15 minutes. Enumeration of microorganisms was 
executed according to ISO 4833-1 method by pour 
plate technic (ISO, 2014).

Table 1. Growth condition of test strains.

Bacteria ID no. Media Opt. 
Temp. (°C)

Salmonella enteritidis ATCC 31194 TSB-PCA 37
Salmonella typhimurium ATCC 14028 TSB-PCA 37
S. aureus ATCC 46300 TSB-PCA 37
L. monocytogenes ATCC 7644 TSB-PCA 37
E. coli O157 ATCC 43895 TSB-PCA 37

Results
In the present study, the invitro decontamination 
effect of 20 mmol/L concentration, <50 µ particle 
size zinc oxide Nanoparticles (ZnO-NPs) on 
important foodborne pathogens was investigated. 
For this purpose, five important food-borne 
pathogens, 3 gram-negative and 2 gram-positive 
were used in our study.  At 0-hour, bacterial count 
of Salmonella enteritidis ATCC 31194, Salmonella 
typhimurium ATCC 14028, S. aureus ATCC 46300, 
L. monocytogenes ATCC 7644, E. coli O157 ATCC 
43895 was 6.83, 6.80, 6.89, 6.56, and 6.81 Log CFU/
mL, respectively. Salmonella typhimurium ATCC 
14028 and E. coli O157 ATCC 43895 were found the 
most sensitive in all strains. On the other hand, L. 
monocytogenes ATCC 7644 was the most resistant in 
all tested strains. The reduction effect of 20 mmol, 
<50 µ ZnO-NPs were calculated 3.09, 4.14, 3.09, 
1.77, and 4.08 Log CFU/mL, respectively. Analyses 
repeated six times and the average results shown in 
the figures below.

S. enteritidis (a)

(b)

(c)

(d)

S. typhimurium

S. aureus

L. monocytogenes
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Figure 1. Decontamination effect of 20 mmol/L 
zinc oxide Nanoparticles (ZnO-NPs). Reduction of 
Salmonella enteritidis (a), Salmonella typhimurium 
(b), S. aureus (c), L. monocytogenes (d), E. coli O157 
(e).

Discussion and Conclusion
In our study, the invitro decontamination effect 
of ZnO-NPs in 24 h was found on average 3 Log 
CFU/mL in all test groups. In comparison, it has 
been reported that gram-positive bacteria are more 
sensitive to ZnO-NPs than gram-negative bacteria 
(Tayel et al., 2011). However, in our study maximum 
reduction has been seen on both gram-negative 
and positive bacteria such as S. aureus, Salmonella 
typhimurium, and E. coli O157. This situation may 
be attributed to the fact that bacteria used in 
this study, were certificated strains rather than 
wild strains. In the present study, a considerable 
reduction effect was observed in all test groups with 
an average of 3 Log CFU/mL. Our results showed 
similarities with Das et al. (2017) who investigated 
the disinfection effect of ZnO-NPs on multi-drug 
resistant (MDR) strains. According to their results, 
a 99% disinfection effect was achieved on MDR 
strains. Mirhosseini and Arjmand (2014) studied 
the decontamination effect of ZnO-NPs against the 
L. monocytogenes, E. coli, S. aureus, and B. cereus. 
Correlatively to our results in 24 h L. monocytogenes, 
E. coli, and S. aureus were reduced approximately 3 
or 4 Log CFU/mL. In another paper, Liu et al. (2009) 
were investigated the antibacterial activities of ZnO-
NPs against E. coli O157:H7. Their results showed 
that ZnO-NPs dramatically inhibited E. coli O157:H7 
strains in 24 h. The reason of this may be connected 
to the inhibitory effect of ZnO-NPs increased as 
concentration increases, and the size of the particle 
decreases. In another study on  Salmonella which is 
an important foodborne agent, Fonseca et al. (2019) 
were investigated to control biofilm formation and 

Salmonella infiltration into turkey eggs by using ZnO 
nanocrystals. According to their results, searching for 
controlling microorganisms in the food hygiene area, 
ZnO nanocrystals were recognized as efficient, safe, 
reliable, and high potential alternatives by scientists. 
Similarly, in our study, it was determined that ZnO-
NPs were highly effective on foodborne pathogens 
as well. In a different research, the antimicrobial 
effects of CuO, NiO, ZnO, and Sb2O3 nanoparticles 
were analyzed on several microorganisms such 
as E. coli, B. subtilis, and S. aureus (Baek & An, 
2011). As a result, CuO nanoparticles were found 
to be the most effective comparing to other 
nanoparticles tested and followed by ZnO-NPs. 
It was determined that the reducing ratio of ZnO-
NPs on target microorganisms was in parallel to 
our results. Habeeb Rahman et al. (2018) were 
investigated ZnO-NPs and sunlight combinations 
as a novel technique for Salmonella typhimurium 
disinfection in water samples. Similar to our results, 
it was understood that ZnO-NPs were reduced 
Salmonella typhimurium by approximately 4 Log 
CFU/mL. Hakeem et al. (2020) were studied ZnO-NP 
coated active packaging for suppressing foodborne 
pathogens. For this purpose, researchers have been 
examined the antimicrobial effects of ZnO-NPs on 
both gram-positive and negative bacteria such as 
C. jejuni and Lactobacillus on chicken meat matrix 
in their project. Like to our outcomes, after 3 days 
of storages at 4°C, the antibacterial effect of ZnO-
NP coated active packaging was found more or less 
3-4 Log CFU/mL. In another study examining the 
antimicrobial effects of ZnO-NPs on gram-positive 
and negative bacteria Tayel et al. (2011) were used 
E. coli O157:H7, Salmonella enteritidis, Salmonella 
typhimurium, and Staphylococcus aureus as target 
microorganism. Unlike our study, researchers were 
found Staphylococcus aureus the most sensitive. 
However, in our study Salmonella typhimurium and 
E. coli O157 were the most susceptible strains. These 
results might be connected to the concentration of 
ZnO-NPs in the study. It has been known that high 
concentration causes a high antimicrobial effect as 
well. 

Consequently, according to the results 
obtained from this project ZnO-NPs have an 
intense decontamination effect on both gram-
positive and negative foodborne pathogens. 
Because of nanoparticles have been identified as 
“Generally Regarded as Safe” (GRAS), they may 
be recommended to use in packaging materials, 
disinfectants, and solutions to extend shelf life and 
preserve foods for a longer time in the food industry. 

E. coli 0157 (e)
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Abstract: Streptococcus canis is an important opportunistic pathogen that infects animals and humans. It causes 
various infections in dogs and cats such as arthritis, skin infections, otitis externa, septicemia, facial necrosis, and 
streptococcal toxic shock syndrome. It can also lead to human infections. There are still very few specific studies 
on the identification and antimicrobial resistance of this pathogen. In this study, the phenotypic and biochemical 
properties of 12 S. canis isolates obtained from the vaginal discharge of 11 dogs and the open wound of one dog 
with facial necrosis, and their susceptibility to some antibiotics was investigated. The phenotypic and biochemical 
properties of 12 isolates, such as esculin hydrolysis, hippurate hydrolysis, synergistic CAMP-like hemolytic activity, 
growth on Brain Heart-Infusion Agar (BHIA) containing 6.5% NaCl, and carbohydrate fermentation were investigated 
by conventional bacteriological methods. It was determined that all isolates were in the G group according to 
Lancefield serogrouping. The presence of the species-specific 16S-23S rRNA gene intergenic spacer region (ISR) and 
sodAint gene was also detected in all the isolates using the polymerase chain reaction method. All the isolates were 
detected to be susceptible to penicillin G, cefoperazone, ampicillin, and amoxicillin-clavulanic acid, and resistant to 
gentamicin and neomycin. 
Keywords: Antimicrobial susceptibility, intergenic spacer region (ISR), Lancefield group G, sodAint gene, Streptococcus 
canis.

Köpeklerden Streptococcus canis’in izolasyonu ve antimikrobiyal duyarlılığı
Özet: Streptococcus canis, hayvanları ve insanları enfekte eden önemli bir opportunistik patojendir. Köpeklerde ve 
kedilerde artritis, deri enfeksiyonları, otitis eksterna, septisemi, fasiyal nekroz ve streptokokkal toksik şok sendromu 
gibi çeşitli enfeksiyonlara neden olmaktadır. Ayrıca insan enfeksiyonlarına da yol açabilmektedir. Bu patojenin 
identifikasyonu ve antimikrobiyal direncine yönelik çalışmalar hala az sayıdadır. Bu çalışmada, hasta 11 köpeğin 
vajinal akıntısından ve bir fasiyal nekrozlu köpeğin açık yarasından izole edilen 12 S. canis izolatının fenotipik 
ve biyokimyasal özellikleri ile bazı antibiyotiklere duyarlılıkları incelendi. Oniki izolatın eskülin hidrolizi, hippurat 
hidrolizi, sinerjistik CAMP benzeri hemolitik aktivitesi, %6,5 NaCl içeren Brain Heart Infusion Agar (BHIA)’da üremesi 
ve karbonhidrat fermentasyonu gibi fenotipik ve biyokimyasal özellikleri konvansiyonel bakteriyolojik metodlar ile 
incelendi. Tüm izolatların Lancefield serogruplandırmasına göre G grubunda yer aldığı belirlendi. Polimeraz zincir 
reaksiyonu methodu ile tüm izolatlarda türe özgü 16S-23S rRNA geni intergenik ara bölge (ISR) ve sodAint geninin 
varlığı da tespit edildi. İzolatların tamamının penisilin G, sefaperazon, ampisilin, amoksisilin-klavulanik asit’e  duyarlı, 
gentamisin ve neomisine dirençli olduğu belirlendi.
Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal duyarlılık, intergenik ara bölge (ISR), Lancefield grup G, sodAint geni, Streptococcus 
canis.

Introduction
Streptococcus canis is a well-known pathogen of 
dogs and has been shown to cause mainly skin, 
respiratory, genital, and urinary tract infections 
(Lamm et al. 2010). S. canis, which has been 
reported to cause many serious diseases, such as 
otitis externa, polyarthritis, endocarditis, abortion, 
neonatal septicemia, streptococcal toxic shock 
syndrome, and facial necrosis in cats and dogs 
(DeWinter and Prescott 1999; Lysková et al. 2007; 

Pesavento et al. 2007; Avki et al. 2008; Lamm et al. 
2010; Sharma et al. 2012; Abma et al. 2013; Mališová 
et al. 2019;  Glassman et al. 2020), has also been 
reported in mastitis cases in cows (Chaffer et al. 
2005; Hassan et al. 2005; Tikofsky and Zadoks 2005). 
S. canis infections are also seen in humans, with 
zoonotic infections having been documented by 
some authors (Bert and Lambert-Zechovsky 1997; 
Whatmore et al. 2001; Galpérine et al. 2007; Ohtaki 
et al. 2013; Pinho et al. 2013; Lacave et al. 2016).

https://doi.org/10.35864/evmd.756567
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S. canis is a beta-hemolytic streptococcus 
included in Group G in Lancefield serogrouping 
(Devriese et al. 1986; DeWinter and Prescott 
1999; Sharma et al. 2012). Group G hemolytic 
streptococcus species causing bacteremia is less 
known, and thus commercial kits are inadequate in 
determining the types of these streptococci, which 
are among the factors affecting the outcome of 
patients (Woo et al. 2001). Although API (bioMerieux 
Vitek), Vitek (bioMerieux Vitek, Hazelwood, MO), 
and ATB Expression (bioMerieux Vitek) systems are 
widely used for the identification of β-hemolytic 
streptococci, Group G β-hemolytic streptococci 
cannot be detected by these systems (Woo et al. 
2001).  It has been reported that the matrix-assisted 
laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry (MALDI-TOF MS) method identifies 
β-hemolytic streptococcus species faster and more 
accurately than the VITEK2 GP ID system (Besli et 
al. 2018) but distinguishing between S. canis, S. 
dysgalactiae, and S. pyogenes can be difficult with 
the current version of Bruker’s MALDI-TOF database 
(Schabauer et al. 2014; Nybakkenet et al. 2021). 
It has been suggested that the 16S rRNA gene is 
highly conserved within or between the species of 
the same genus and therefore can be used as the 
‘gold standard’ for identification at the species 
level of bacteria (Woo et al. 2001). Hassan et al. 
(2003, 2005) reported that the detection of species-
specific 16S-23S rRNA gene intergenic spacer 
region (ISR) and the sodAint gene was a fast and 
reliable method for the identification of S. canis. The 
authors also noted that there might be differences 
in the antibiotic susceptibilities of S. canis isolates 
obtained from various clinical cases of animals 
(Hassan et al. 2005; Lysková et al. 2007; Diren Sıǧırcı 
et al. 2012).

This study aimed to determine the biochemical 
properties of S. canis isolated from the vaginal 
discharge and open wound samples of dogs, to 
verify S. canis isolates by polymerase chain reaction 
(PCR) in terms of species-specific genes, and to 
determine their susceptibility to some antimicrobial 
agents.

Materials and Methods
Bacteriological culture: In this study, 12 β-hemolytic 
streptococcal isolates obtained from a total of 12 
dogs with vaginal discharge and facial necrosis 
were used. These isolates were obtained from swab 
samples taken from the vaginal mucosa (n = 11) of 
dogs with vaginal discharge and the open wound 
of one dog with facial necrosis and transferred to 
Burdur Mehmet Akif Ersoy University, Faculty of 

Veterinary Medicine, Department of Microbiology 
Laboratory for analyses. The swab samples were 
cultured on blood agar (Oxoid, UK) containing 
1% esculin (Merck, Germany) and 5% defibrinated 
sheep blood. The plates were incubated in aerobic 
atmosphere at 37°C for 24 hours. 

Phenotypical and biochemical properties: 
Gram staining was performed in the growing 
colonies, and the streptococci-suspected colonies 
were purified. The biochemical properties of each 
isolate were detected based on catalase, hippurate 
hydrolysis, esculin hydrolysis, and growing features 
in Brain Heart Infusion Agar (BHIA) containing 
6.5% NaCl, and the isolates were identified at the 
genus level (Hassan et al. 2005; Lysková et al. 2007; 
Whiley and Hardie 2009). Phenol red broth (Merck) 
containing 1% salicin, mannitol, lactose, sucrose, 
trehalose, raffinose, and sorbitol were used for 
carbohydrate fermentation tests. All streptococci-
suspected colonies were β-hemolytic, and the 
synergistic CAMP-like hemolytic activity was tested 
using β-hemolytic Staphylococcus aureus (Hassan 
et al. 2005; Lysková et al. 2007; Whiley and Hardie 
2009). For the Lancefield serogrouping of the 
12 Streptococcus sp. isolates, a commercial latex 
agglutination test kit (Strep Test Kit, Plasmatec, 
UK) was used according to the manufacturer’s 
instructions. 

Polymerase chain reaction (PCR): The isolates 
suspected as S. canis according to the biochemical 
tests and Lancefield serogrouping were verified 
using species-specific genes (ISR and sodAint) by 
PCR. For this purpose, genomic DNA isolation 
from the isolates was performed according to 
the protocol of a commercial DNA extraction kit 
(Genejet, Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania). The 
pure DNAs obtained were kept at -20 °C until use. 
Table 1 presents the primers, target gene, and PCR 
product size used in the study.

The following protocols were used to detect 
the ISR and sodAint genes for S. canis identification:

ISR: The assay was performed in a final volume 
of a 30 µl reaction mixture consisting of 5 μl template 
DNA, 13 μl PCR master mix (2X) (Thermo Scientific, 
Lithuania), 1 μl primer c-1 (100 pmol), 1 μl primer c-2 
(100 pmol), and 10 µl ddH2O (Steril ultra-pure water). 
Amplification was carried out in a thermal cycler 
(Apollo, ATC-401, Ramsey, Minnesota, USA) under 
the following conditions: An initial denaturation (94 
°C, 4 minutes), followed by 30 cycles comprising 10 
seconds at 94 °C, 30 seconds at 64 °C, 10 seconds 
at 72 °C and 5 minutes at 72 °C (Hassan et al. 2003, 
2005).
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Table 1. Species-specific oligonucleotide primers and genome sizes used for the amplification of the ISR and sodAint genes of 
S. canis (Hassan et al., 2003, 2005).

Target gene Oligonucleotide primer Sequence (5′-3′) PCR product size (bp)

ISR
c-I TAAACCGAAAACGCTGTAAGTATTA

215
c-II ACCATTAGTTAGTGGGTTCCCCC

sodAint

canis-sod-I AGAATTATTGGCAGATGTCACTA
263

canis-sod-II TTTCAAGTTGTCCTTCCTTATTG

sodAint: The assay was performed in a final 
volume of a 30 µl reaction mixture consisting of 
5 μl template DNA, 13 μl PCR master mix (2X), 1 
μl canis-sod-I (100 pmol), 1 μl primer canis-sod-
II (100 pmol), and 10 µl ddH2O (Steril ultra-pure 
water). Amplification was carried out in a thermal 
cycler under the following conditions: An initial 
denaturation (94 °C, 4 minutes), followed by 30 
cycles comprising 25 seconds at 94 °C, 20 seconds 
at 60 °C, 25 seconds at 72 °C and 5 minutes at 72 °C 
(Hassan et al. 2005). 

Using the universal 27F-1492R primers supplied 
by BMLabosis (Ankara), the 16S rRNA gene of an 
isolate suspected of S. canis was amplified and 
the bidirectional sequence analysis (ABI 3730XL, 
Applied Biosystems, Foster City, CA) was performed. 
The 16S rRNA nucleotide sequences obtained 
were compared with the NCBI GenBank for the 
identification of species. For this purpose, the 
Nucleotide-Nucleotide BLAST program available on 
the website of the National Center of Biotechnology 
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) was 
used. According to the results, the isolate had 
99.72% similarity to the S. canis strains NCTC12191 
(LR134293.1) and ATCC 43496 (KP851852.1), and 
therefore this isolate was used as a positive control 
in all PCR tests. The DNA-free PCR mix was used as 
a negative control.

After the amplification process, the PCR 
products were electrophoresed on 1.5% agarose 
gel stained with EZ-Vision® In-Gel Solution (Code: 
N391, Amresco, USA) at 100 V for 45 min. The bands 
were photographed using the gel imaging system 
(EDAS-290, Eastman, Kodak Company, Rochester, 
NY, USA) under ultraviolet light. 
Antimicrobial susceptibility test: The antibiotic 
susceptibility tests of bacteria were performed in 
Mueller Hinton agar (Merck) using the Kirby-Bauer 
disc diffusion test according to the method of the 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 
2018). Accordingly, bacterial suspension equivalent 

to a 0.5 McFarland standard was prepared with 0.85% 
physiological saline and spread onto the Muller 
Hinton agar (Oxoid, UK) containing 5% sheep blood 
using a swab. Amoxicillin-clavulanic acid (Oxoid, 
30 µg), ampicillin (Oxoid, 25 µg), enrofloxacin 
(Bioanalyse, 5µg), erythromycin (Bioanalyse, 15 µg), 
gentamicin (Oxoid, 10 µg), chloramphenicol (Oxoid, 
30 µg), lincomycin (Bioanalyse, 2 µg), neomycin  
(Bioanalyse, 30 µg), oxytetracycline (Oxoid, 30 µg), 
penicillin G (Oxoid, 10 IU), rifamycin (Bioanalyse, 
30 µg), cefoperazone (Bioanalyse, 75 µg) and 
trimethoprim-sulfamethoxazole (Oxoid, 25 µg) discs 
were used for the test. The plates were incubated at 
37 °C for 24 h aerobically, and the diameters of the 
inhibition zones formed around the antibiotic discs 
were measured. Their susceptibility to antibiotics was 
evaluated as susceptible, moderately susceptible, 
and resistant considering the limits determined by 
CLSI for Gram-positive cocci (CLSI 2018) and the 
European Committee on Antimicrobial Susceptibility 
Testing (EUCAST 2019) for Group A, B, C, and G 
streptococci.

Results
In this study, it was determined that the S. canis 
isolates were Gram-positive and catalase-negative 
cocci, and all formed β-hemolysis. The obtained 
isolates showed synergistic CAMP-like hemolytic 
activity with S. aureus in sheep blood agar, and the 
carbohydrate fermentation tests revealed that the 
isolates hydrolyzed lactose, sucrose, and salicin but 
not all samples hydrolyzed raffinose and sorbitol. 
Four isolates obtained from the vaginal swabs of 
the dogs showed a mannitol-positive reaction. The 
isolates did not grow at 37 °C in BHIA containing 
6.5% NaCl and did not hydrolyze hippurate and 
esculin. The biochemical properties of the isolates 
are given in Table 2. In addition, the 12 isolates 
identified as S. canis according to their biochemical 
properties were found to be in Group G according 
to Lancefield serogrouping.
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Table 2. Biochemical test results of the S. canis isolates.

Biochemical tests
S. canis isolates (n=12)

n %
Catalase 0 0
Beta-hemolysis 12 100
Hydrolysis of sodium hippurate 0 0
Hydrolysis of esculin 0 0
CAMP-like reaction 12 100
Carbohydrate fermentation
Mannitol 4 33,33
Trehalose 9 75
Lactose 12 100
Sucrose 12 100
Raffinose 0 0
Sorbitol 0 0
Salicin 12 100
Growth on 6.5% NaCl 0 0

n: number of test-positive S. canis isolates

All the isolates suspected as S. canis by 
conventional bacteriological methods were 
confirmed to be S. canis using the species-specific 
ISR and sodAint genes by PCR (Figures 1 and 2).

The antibiotic susceptibility test revealed 
that all the S. canis isolates were susceptible to 
amoxicillin-clavulanic acid, ampicillin, penicillin 
G, and cefoperazone, and resistant to gentamicin 
and neomycin. Only two (16.66%) of the isolates 
were resistant to oxytetracycline. The susceptibility 
of the isolates to enrofloxacin, erythromycin, 
chloramphenicol, lincomycin, rifamycin, and 
trimethoprim-sulfamethoxazole was determined 
as 25%, 50%, 83.33%, 58.33%, 91.66%, and 75%, 
respectively. The susceptibility rates of the S. canis 
isolates to antibiotics used in the study are given in 
Table 3.

Figure 1. Lane M: 100-bp ladder DNA marker (Thermo Scientific, SM0241), Lane NC: negative control, Lane 
1: positive control, Lanes 2-12: A 215-bp amplicon of the ISR gene of S. canis obtained by PCR with species-
specific oligonucleotide primers c-I and c-II.

Figure 2. Lane M: 100-bp ladder DNA marker (Thermo Scientific, SM0241), Lane NC: negative control, Lane 
1: positive control, Lanes 2- 12: A 263-bp amplicon of the sodAint gene of S. canis by PCR with species-
specific oligonucleotide primers canis-sod-I and canis-sod-II.



10 Sababoglu E et al. Isolation and antimicrobial susceptibility of Streptococcus canis from dogs

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 32, Sayı 1, 2021, 6-13

Table 3. Antimicrobial susceptibility results of S. canis isolates obtained from dogs.

Antimicrobial agent Disk content
S. canis (n=12)

Susceptible % (n) Intermediate % (n) Resistant % (n)
Amoxycillin-clavulanic acid 30µg 100 (12) 0 0
Ampicillin 25µg 100 (12) 0 0
Enrofloxacin 5µg 25 (3) 41.66 (5) 33.33 (4)
Erythromycin 15µg 50 (6) 50 (6) 0
Gentamicin 10µg 0 0 100 (12)
Chloramphenicol 30µg 83.33 (10) 16.66 (2) 0
Lincomycin 2µg 58.33 (7) 25 (3) 16.66 (2)
Neomycin 30µg 0 0 100 (12)
Oxytetracycline 30µg 83.33 (10) 0 16.66 (2)
Penicillin G 10 IU 100 (12) 0 0
Rifamycin 30µg 91,66 (11) 8.33 (1) 0
Cefoperazone 75µg 100 (12) 0 0
Trimethoprim-Sulfamethoxazole 25µg 75 (9) 25 (3) 0

n: number of S. canis isolates

Discussion 
Pets and people often live in close contact, and 
in recent years, the ‘one health’ concept has 
become increasingly important due to zoonotic 
infections. It has been confirmed that the bacteria 
of the genus Streptococcus can cause serious or 
fatal diseases in pets and humans, some confirmed 
to be zoonotic (Lam et al. 2007; Fulde et al. 2013; 
Pinho et al. 2013; Lacave et al. 2016; Mališová et 
al. 2019). In particular, it has been reported that S. 
canis causes serious or fatal zoonotic infections in 
dog owners, and their constant contact with dogs’ 
vaginal discharge can be a potential source for the 
risk of streptococcal disease, which is a concern 
for public health (Olufemi et al. 2017). However, 
due to the phenotypic, biochemical, and genetic 
similarities between this bacterial agent and other 
Streptococcus species, there are still uncertainties in 
its identification. Therefore, in this study, a total of 
12 β-hemolytic Streptococcus sp. isolates obtained 
from the vaginal discharge of infected dogs (n=11) 
and the wound lesion of one dog were grouped 
according to Lancefield serogrouping, and some 
phenotypic and biochemical properties were 
evaluated. In addition, the identified isolates were 
confirmed by PCR testing in terms of the presence 
of species-specific genes, and their susceptibility to 
some antimicrobial agents was determined.

All isolates were determined to be in Group 
G according to Lancefield serogrouping and 
evaluated as S. canis according to the description 
of Devriese et al. (1986). Some researchers (Devriese 

et al. 1986; Hassan et al. 2005; Lysková et al. 2007) 
reported a difference in the phenotypic properties 
and biochemical test results of S. canis. However, 
no significant differences were observed in this 
study. The CAMP-like reaction, an important 
phenotypic feature of S. canis, was positive in all 
isolates (n=12). Although this result is consistent 
with the findings of Hassan et al. (2005), it differs 
from those of Devriese et al. (1986) and Lysková et 
al. (2007), who reported that a CAMP-like reaction 
was not present in all S. canis isolates (n=31) and 
36 of 86 S. canis isolates, respectively. Another 
investigated phenotypic feature of S. canis was 
esculin hydrolysis. In the current study, contrary 
to the results of other researchers (Devriese et al. 
1986; Hassan et al. 2005; Lysková et al. 2007), all the 
isolates (n=12) were negative for esculin hydrolysis 
Devriese et al. (1986) found that all S. canis isolates 
(n=31) were positive for esculin hydrolysis, and 
Hassan et al. (2005) reported that esculin hydrolysis 
was positive in subcultures, despite being negative 
at first isolation. On the other hand, Lyskova et al. 
(2007) showed that esculin hydrolysis was positive 
in only 14 of 86 S. canis isolates. In addition, while 
Devriese et al. (1986), Hassan et al. (2005), and 
Lam et al. (2007) consistently obtained negative 
results for hippurate hydrolysis in S. canis isolates, 
Lysková et al. (2007) reported that only one of 86 
S. canis isolate was hippurate-positive. In this study, 
hippurate hydrolysis was negative in all S. canis 
strains consistently with the results of Devriese et 
al. (1986), Hassan et al. (2005), and Lam et al. (2007).
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When the carbohydrate fermentation test 
results were examined, it was found that lactose 
and sucrose fermentation was positive and raffinose 
and sorbitol fermentation was negative, which is 
in agreement with the results of previous studies 
(Devriese et al. 1986; Hassan et al. 2005; Lyskova 
et al. 2007). On the other hand, Hassan et al. 
(2005) reported that the fermentation of salicin 
was negative, but in the current study, consistent 
with Devriese et al. (1986), we determined all 
S. canis isolates (100%) were positive for salicin 
fermentation. In addition, previous researchers 
reported different results in relation to mannitol 
and trehalose fermentation (Devriese et al. 1986; 
Hassan et al. 2005; Lyskova et al. 2007). Hassan et al. 
(2005) found mannitol and trehalose fermentation 
to be negative; Devriese et al. (1986) reported that 
trehalose fermentation was positive in only four of 
31 S. canis isolates but mannitol fermentation was 
negative in all isolates, and Lysková et al. (2007) 
detected trehalose fermentation in 13 of 86 S. 
canis isolates and mannitol fermentation in only 
one sample. In the current study, similar to the 
findings of Lysková et al. (2007), nine of 12 isolates 
were positive for trehalose fermentation and four 
for mannitol fermentation. We consider that these 
variations reported in biochemical tests may be 
due to the epidemiological differences between the 
countries in which the studies were undertaken. In 
addition, it has been reported that streptococcal 
isolates may vary according to the characteristics of 
the host and disease from which the streptococcal 
isolates are isolated (Devriese et al. 1986; Jensen 
and Kilian 2012; Richards et al. 2012). In this study, 
the lack of significant differences between the 
streptococcus isolates in terms of phenotypic and 
biochemical properties may be similarly related to 
host or disease characteristics or the low number 
of isolates.

It has been reported that S. canis have biochemical 
and genetic similarities to Streptococcus pyogenes, 
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis, and 
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae (Efstratiou et al. 
1994; Jensen and Kilian 2012; Lefébure et al. 2012), 
and there may be genetic transmission between 
different species (Richards et al. 2012; Pinho et al. 
2013). In the literature (Hassan et al. 2003, 2005), it 
has been suggested that ISR as a species-specific 
gene can be used in the identification of S. canis 
whereas the sodAint gene is not found in non-S. 
canis streptococcus strains, and therefore can be an 
important indicator in distinguishing S. canis from 
other Streptococcus species. However, Moriconi et 

al. (2017) reported the presence of the ISR gene 
region in one S. dysgalactiae subsp. equisimilis strain 
and one S. pyogenes strain. The authors also noted 
that the sodAint gene could be used in the accurate 
identification of S. canis strains (Moriconi et al. 
2017). In the current study, considering that the 
use of one primer pair could lead to suspicions or 
misidentification, the presence of ISR and sodAint was 
investigated in order to verify the S. canis isolates 
by PCR, and both gene regions were detected in all 
isolates. This result supports the findings of previous 
studies (Hassan et al. 2003, 2005), reporting that 
these genes can be used in the fast and reliable 
identification of S. canis. However, based on the 
research results reported by Moriconi et al. (2017), 
we concluded that the presence of ISR and sodAint 
gene should be investigated in a higher number of 
S. canis isolates for an accurate identification by the 
PCR test.

Consistent with the literature, the results of 
this study revealed the susceptibility of S. canis 
isolates to amoxicillin-clavulanic acid, cefoperazone 
(Hassan et al. 2005), ampicillin (Lysková et al. 2007), 
and penicillin G (Chaffer et al. 2005; Hassan et al. 
2005; Lysková et al. 2007; Pedersen et al. 2007). In 
contrast, in accordance with the results of other 
research (Bagcigil et al. 2004; Chaffer et al. 2005; 
Hassan et al. 2005), all of our isolates (100%) were 
found to be resistant to gentamicin and neomycin, 
which is an expected finding for Streptococcus sp., 
although Olufemi et al. (2017) detected gentamicin 
resistance in only 50% of their isolates. In addition, 
in the current study, only two (16.66%) of the 
12 S. canis isolates were found to be resistant to 
oxytetracycline in contrast to Pedersen et al. (2007), 
who reported the highest level of resistance to 
tetracycline (27% of 37 S. canis isolates) and Lysková 
et al. (2007), who calculated the rate of tetracycline 
resistance as 29.2% in 86 S. canis isolates. In another 
study, Diren Sığırcı et al. (2012) reported that the 
S. canis strain isolated from a dog’s urinary tract 
infection was susceptible to oxytetracycline. Another 
finding of the current study was that 25% of the 
S. canis isolates were susceptible to enrofloxacin, 
83.33% to chloramphenicol, 58.33% to lincomycin, 
91.66% to rifamycin, and 75% to trimethoprim-
sulfamethoxazole, while erythromycin susceptibility 
was seen in 50% of the isolates and moderate 
erythromycin susceptibility in the other half of 
the sample. Although these results are generally 
compatible with the findings of other researchers 
(Chaffer et al. 2005; Hassan et al. 2005; Lysková et al. 
2007; Pedersen et al. 2007; Diren Sıǧırcı et al. 2012), 
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the susceptibility of the isolates to enrofloxacin 
and erythromycin were lower than those previously 
reported. This result also supports the result of a 
previous study, which reported that the macrolide/
lincosamide resistance rates have been increasing 
rapidly in S. canis strains (Fukushima et al. 2019).

Conclusion
We conclude that the identification of S. canis can 
be made more accurately and faster by detecting 
species-specific ISR and sodAint genes. In addition, 
unlike Staphylococci and Enterobacteriaceae, pets 
infected with S. canis were still susceptible to 
antibiotics commonly used in veterinary medicine. 
However, in this study, the sensitivity of S. canis 
isolates to enrofloxacin and erythromycin was 
found to be much lower than previously reported 
in the literature, indicating their potential to 
develop resistance to macrolides and quinolones, 
which warrants periodical monitoring of antibiotic 
resistance development in S. canis isolates. In 
addition, this result may be an epidemiological 
indicator of antibiotic use. Therefore, antibiotic 
susceptibility should be determined before 
treatment in order to apply the correct treatment 
protocol for infections caused by S. canis. In 
critical cases where this may not be possible, we 
suggest that amoxicillin-clavulanic acid, ampicillin, 
cefoperazone, and penicillin G should be among 
the first antimicrobial agents to be preferred in the 
treatment of S. canis infections. Considering that 
S. canis is a zoonotic bacterium, possible human 
infections can be eliminated by preventing the 
transmission of S. canis to animal owners through 
a rapid and identification of related infections and 
their treatment with sensitive antibiotics.
Conflict of Interest: The authors declared that there 
is no conflict of interest. This research received no 
grant from any funding agency/sector.
Ethic statement: This study does not present any 
ethical concerns.
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Abstract: Antibodies (Abs) have been one of the most important tools in diagnostic laboratories. Many diagnostic 
techniques such as Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assays (ELISA), immunofluorescence, Ab-microarray platforms, 
immunoblots, X-ray crystallography require the Abs. ELISA is an assay method that is among the basic tests using 
antibodies for the serology of Foot and Mouth Disease (FMDV). This method requires polyclonal or monoclonal 
antibodies to detect FMDV antigen or antibodies. For this purpose, solid-phase competitive ELISA (SPCE) or liquid 
phase blocking ELISA (LPBE) and non-structural protein (NSP) ELISA are used. SPCE and LPBE have mainly used 
FMDV structural protein antibody (SP-Ab) detection.
In this study, it was aimed to produce a polyclonal Ab against FMDV ANep84 (Genotype VII) and OTUR07 (OPanAsia 
II), ATUR11 (A Iran05) strains for LPBE, FMDV SP-Ab detection. For this purpose, four guinea pigs and six rabbits were 
used for each serotype of FMDV. After producing Abs, checkerboard ELISA titration was performed to determine 
the optimal test dilution of Abs. Backgrounds, cross-reactions against three strains of FMDV were also checked. 
In conclusion, polyclonal Abs were produced against FMDV ANep84 (Genotype VII) and O Tur07 (O Pan Asia II), 
ATUR11 (A Iran05) strains, and standardized for LPBE test. 
Keywords: ELISA, FMD, polyclonal antibodies

Türkiye’de Şap virüsü şuşlarına karşı poliklonal antikor üretimi
Özet: Antikorlar tanı laboratuvarlarında daima önemli bir yer tutmaktadır. Enzim işaretli bağışıklık testleri (ELISA), 
immunofloresan, antikor-mikroarray platformları, immunoblotlar, X-ışını kristalografisi gibi birçok tanı tekniği 
kullanımı antikorların varlığını gerektirir. Şap hastalığı serolojisinde antikorların kullanıldığı temel test ELISA’dır. ELISA 
testleri şap virusu antijenini veya şap virusuna karşı organizmada oluşan antikorları tespit etmek için poliklonal veya 
monoklonal antikorlara ihtiyaç duyar. Bu amaçla, solid faz kompetetif ELISA (SPCE) ve likit faz bloking ELISA (LPBE) 
ve yapısal olmayan (NSP) ELISA yöntemleri kullanılır. Şap virusunun yapısal proteinlerine (SP) karşı oluşan antikorları 
tespit etmek için ise SPCE ve LPBE testleri kullanılır. 
Bu çalışmada, ANep84 (genotip VII), O TUR07 (O Pan Asia II), ATUR11 (A Iran05) şap virusu suşlarına karşı LPBE 
testinde kullanılmak üzere poliklonal antikor üretmek amaçlandı. Bu amaçla, her bir FMDV serotipi için dört adet 
kobay ve altı adet tavşan kullanıldı. Antikorlar üretildikten sonra, dama tahtası (checkerboard ELISA titration) testi ile 
üretimi yapılan poliklonal antikorlar için optimal dilusyonlar belirlendi. Şap virusu suşlarına karşı oluşabilecek çapraz 
reaksiyonlar ve background reaksiyonları kontrol edildi. Sonuç olarak, bu çalışmada şap virusu ANep84 (genotip 
VII) ve O Tur07 (O Pan Asia II), ATUR11 (AIran05) suşlarına karşı poliklonal antikorlar üretildi ve LPBE testi için 
standardizasyonları yapıldı. 
Anahtar kelimeler: ELISA, poliklonal antikorlar, şap hastalığı

Introduction 
FMD is a highly contagious viral disease which 
affects the cloven-hooved animals causing serious 
economic losses (Fry et al. 2005; Diaz San Segundo et 
al. 2017). FMDV is a small positive-sense RNA virus. 
The capsid of the FMDV consists of a combination 
of protomers and pentamers to form an icosahedral 
structure (Jamal and Belsham 2013).

Serological tests for FMDV began to gain 
momentum with the 1980s via ELISA (Hamblin 

et al. 1986). For this aim, OIE (World Organisation 
for Animal Health) defined two ELISAs for SP-Ab 
detection; solid-phase competitive ELISA (SPCE) or 
liquid phase blocking ELISA (LPBE) (Hamblin et al. 
1986; Sorensen et al. 1998; Anonymus 2019). These 
tests are used to determine an FMD infected animal 
and/or a vaccinated animal via the polyclonal or 
monoclonal Abs. Polyclonal Abs are used in the 
LPBE. It requires two types of Abs; one of them is 
the capturing Ab produced in rabbits and another 
one is the detecting Ab produced in guinea pigs.

https://doi.org/10.35864/evmd.843095
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The main beneficial properties of polyclonal 
Abs are their clonal and biophysical diversity. 
Its’ poly-clonality allows the binding of multiple 
antigenic determinants. Its’ biophysical diversity 
allows greater stability when the environmental 
challenges may cause inactivation of antibody, 
lability, or precipitation of other forms of antibodies 
(Harlow and Lane 1988; Leenars et al.1999; Leenars 
and Hendriksen 2005; Lipman et al. 2005; Voskuil 
2014; Ascoli and Aggeler 2018). Cross-reactions 
and non-specific backgrounds are two main 
difficulties in the usage of the polyclonal Abs for 
the serological tests. To minimize the cross-reaction 
problem, purification of Abs can be tried. However, 
Ab purification is a costly and labor-consuming 
process (Low et al. 2006). The background problem 
can be mitigated by further diluting the antibody 
or blocking it. Thus, the lower affinity interactions 
will not work with lower Ab concentrations. Proper 
blocking conditions can help to prevent low-affinity 
Ab interactions (Voskuil 2014). 

The purpose of the study is to produce 
polyclonal Abs (capturing and detecting Abs for 
FMDV Turkey (ANep84 (Genotype VII), OTur07 (O 
Pan Asia II), ATUR11 (AIran05) FMDV strains and 
standardize them for LPBE.

Materials and Methods
Preparation of immunization antigen: 146S 
particles of FMDV strains were used as an 
immunization antigen. Baby Hamster Kidney (BHK-
21) cell line was used for virus propagation. After 
that, a propagated virus was concentrated with 
poly-ethylene glycol (PEG) and collected by the 
sucrose density gradient method. The 146S content 
of antigens was determined as described by the 
method of Barteling and Meloen (Barteling and 
Meloen 1974).

Calculation of immunization antigen quantity 
in each dose: For this aim, first, the total animal 
number defined in the study. Then, antigen quantity 
determination in each dose. After that, Freund’s 

complete (first immunization) and incomplete (the 
second immunization adjuvants were added to the 
antigen stocks respectively. For this purpose, the (n1.
v1=n2.v2) formula was used for the calculation of 
each animal immunization antigen dose (Zumdahl 
and De Coste 2009). n1:the antigen quantity of 
146S particle spectrophotometrically (µg/ml), v1: 
the required amount of antigen taken from stock 
antigen solution (ml), n2: the required amount of 
antigen in a rabbit or a guinea pig dose (µg/ml), it 
is  20 µg/ml for rabbit and  10 µg/ml for guinea pig 
v2: the total prepared volume of 146S antigen (ml). 
Animals: Free ranged guinea pigs (Duncan Hurtley 
breed, 600 g, 4 months old, female) and rabbits 
(California breed, 1.5 kg, 3 months month old, 
female) were used for immunizations, respectively. 
Immunization of animals: A total of 0.5 ml antigen 
and adjuvant were inoculated subcutaneously into 
the right and left abdomen of rabbit or guinea pig. 
Detailed information about immunization antigens 
is shown in Table 1. One month (28 days after the 
first dose, second dose implemented) apart-double 
booster immunization schedule was used (Ferris 
and Donaldson 1984; Have 1984; Harlow and Lane 
1988; Lipman et al. 2005). After 15 days after the 
second immunization, the animals were ceased.

Table 1. Serotype, strain, and 146S antigen quantity of 
immunization antigens

Serotype Strain
146 

S-spectrophotometric 
quantity

O O Tur 07 (O PanAsia II) 250 µg/ml
A ANepal 84 (Genotype VII) 350 µg/ml
A ATUR11 (A Iran 05) 690 µg/ml

Blood sample collection: After blood centrifugation 
at 3000 rpm for 10 min, sera were separated. First, 
each serum was tested with LPBE for titer and 
then pooled. After that, sera were stored at -20°C 
until tests. A total of 50% percent glycerol and 
0.002% sodium azide were added to the sera. The 
total yielding amount and storage conditions of 
produced antiserums are shown in the Tables below 
(Tables 2 and 3).

Table 2. Total yielding amount and storage conditions of capturing (rabbit) Abs
Serotype/strain Storage conditions Total amount
O TUR07 -80°C with sodium azide 0.002% and 50% glycerol, 0.5 ml cryotube 113 ml
ATUR11 -80°C with sodium azide 0.002% and 50% glycerol, 0.5 ml cryotube 140 ml
A Nepal84 -80°C with sodium azide 0,002% and 50% glycerol, 0.5 ml cryotube 110 ml
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Table 3. Total yielding amount and storage conditions of detecting (guinea pig) Abs
Serotype/strain Storage conditions Total amount

O TUR 07 -80°C with sodium azide 0,002% and 50% glycerol, 0.5 ml cryotube 60 ml

A TUR11 -80°C with sodium azide 0,002% and 50% glycerol, 0.5 ml cryotube 50 ml
A Nepal84 -80°C with sodium azide 0,002% and 50% glycerol, 0.5 ml cryotube 55 ml

Standardization of produced polyclonal serum: 
Checkerboard titration ELISA was performed to 
determine optimal test dilution of polyclonal Abs 
(Crowther 2001). For this aim, the rabbit Ab was 
diluted two-fold from the left to the right line of the 
ELISA plate starting from the initial dilution at a rate 
of 1/125. After incubation at 4°C overnight, the plate 
was washed with Dulbecco PBS with six cycles, and 
the appropriate reference virus with optimal dilution 
rate is added to all plate wells and kept in the 37 
°C incubator for one hour. After washing cycles, 
the guinea pig Ab was diluted two-fold from the 
upper to the bottom line of the plate starting from 
the initial dilution at a rate of 1/62.5. After washing 
cycles, then the conjugate (HRP-labeled polyclonal 
rabbit anti-guinea pig IgGs, P0141 DAKO) was 
added to the plate and kept in the 37°C incubator 
for one hour. After washing cycles, the chromogen 
substrate (OPD) was added. The reaction was 
stopped by sulphuric acid (1.25 M sulphuric acid) 
after 15 minutes at room temperature. The colour 
change was read in the ELISA reader (Versamax, 
Molecular Devices) at a wavelength of 492 nm.

To control the cross-reaction and backgrounds 
between the FMDV serotypes, a sandwich ELISA was 
performed. For this purpose, plates were coated 
with optimal dilution (well A-D) of capturing rabbit 
antibodies according to final checkerboard dilution 
titers of each serotype of FMDV antibodies (1/5000). 
Then, to check cross-reactions of FMDV OTUR07 
with the other FMDV strains (ANepal and ATUR11), 
optimal dilution of FMDV OTUR07 was added to 
(well A-B). After that, optimal dilutions of FMDV A 
TUR11 and FMDV ANepal were added to wells C 
and D, respectively. Similar to the OTUR07 cross 
reaction study, the same steps were performed 
to detect cross-reactions of FMDV ATUR11 and 
ANepal with other FMDV serotypes.11-12 wells 
were left as a background control well. After one 
hour at 37°C incubation, plate washed, and FMDV 
detecting antibodies were added to the plate and 
incubated at the same condition. After washing 
cycles, the conjugate (DAKO, P0141 rabbit anti 

guinea pig immunoglobulins/HRP) was added to 
the plate. After that, the same steps were followed 
as described above in the checkerboard board ELISA 
titration.

To reduce nonspecific-cross and background 
reactions guinea pig serum was blocked with 
normal rabbit (Sigma Aldrich) serum in 1/1 ratio at 
37°C water bath at 1 hour.

Results
The total amounts of polyclonal sera obtained 
after immunizations and storage conditions of 
Abs were given in Tables 3 and 4. Dilution rates of 
capturing and detecting polyclonal Abs for LPBE 
were determined as 1/8000 for capturing (rabbit Ab) 
and 1/2000 for detecting (guinea pig Ab) according 
to the checkerboard ELISA titration result. The final 
dilution rate was preferred more concentrated than 
the determined dilution rates for test reliability. 
Therefore, it was accepted as 1/5000 for rabbit and 
1/1000 for guinea pig Abs. Checkerboard titration 
test results of rabbit and guinea pig Abs were shown 
in Figures 1 and 2, respectively. Cross reaction results 
of sandwich ELISA between the FMDV serotypes 
and background control are shown in Figure 3.

Figure 1. Rabbit or guinea pig-conjugate 
checkerboard study
Figure shows the colour change in the checkerboard titration.
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Figure 2. Checkerboard titration results of rabbit and guinea pig antibodies 
FMDV OTUR 07 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2,7237 2,6896 2,6248 2,8141 2,3129 2,3037 2,1351 1,8398 1,6291 1,2471
2,5377 2,4401 2,4297 2,3964 2,0838 1,9142 1,87 1,5643 1,5061 1,1767

Rabbit Ab starting 1/125 titer  from-left to right line 2,4204 2,3029 2,2513 2,2412 2,1107 1,9318 1,6086 1,5869 1,3921 1,2065 guinea pig Ab:1/2000
FMDV O ref virus 1/300 dilution rate all wells 2,6219 2,4715 2,4472 2,443 2,1828 2,0341 1,9805 1,6472 1,3758 1,1282 rabbit Ab: 1/8000
Guine pig Ab 1/62,5  from top to bottom line 2,193 2,0888 2,0477 2,1784 1,8122 1,7024 1,5423 1,4178 1,2325 1,0097
Conjugate commercial 1/2000 constant dilution rate 2,3475 2,2444 2,1948 2,3154 1,8694 1,6769 1,6605 1,3536 1,218 1,0502

2,4197 2,3939 2,2107 2,2319 1,9661 1,8513 1,6149 1,499 1,2646 1,1181
1,5171 1,4272 1,5383 1,5823 1,3713 1,2178 1,0688 0,9098 0,8589 0,6145

FMDV A TUR11 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
3,496 3,4696 3,4352 3,4023 3,2599 3,034 2,9244 2,5713 2,3856 1,8473

Rabbit Ab starting 1/125 titer  from-left to right line 3,2486 3,1455 3,1078 2,9726 2,6283 2,5346 2,5098 2,2421 2,0164 1,5341 guinea pig Ab:1/2000
FMDV A TUR11  ref virus 1/512 dilution rate all wells 2,9824 2,5289 2,7276 2,5554 2,3814 2,2423 2,291 1,9966 1,6551 1,3753 rabbit Ab: 1/8000
Guine pig Ab 1/62,5  from top to bottom line 2,9369 2,7527 2,7034 2,6224 2,3596 2,1811 1,9963 1,8557 1,6414 1,3465
Conjugate commercial 1/2000 constant dilution rate 2,375 2,202 2,2 2,0042 1,712 1638 1,3927 1,366 1,2065 1,2272

2,197 2,0678 2,0219 2,0042 1,8255 1,542 1,31 1,3674 1,2151 0,9522
2,1507 1,9719 1,9653 1,8311 1,7072 1,3625 1,5581 1,4077 1,2581 1,0491
1,8916 1,9007 1,9584 1,7909 1,4924 1,5185 1,4145 1,2476 1,1423 0,9267

FMDV A Nepal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
3,4309 3,2547 3,3423 3,0188 3,2508 2,7778 2,6438 2,128 1,5309 1,0183
2,9283 2,8411 2,7925 2,6083 2,5159 2,2924 2,1909 1,6996 1,2638 0,8735

Rabbit Ab starting 1/125 titer  from-left to right line 2,5351 2,463 2,2434 2,0979 2,1244 1,9706 1,9158 1,6516 1,1876 0,8494 guinea pig Ab:1/2000
FMDV A nepal  virus 1/450 dilution rate all wells 2,7099 2,5791 2,5298 2,3238 2,3751 2,2624 2,1304 1,7635 1,1809 0,8089 rabbit Ab: 1/8000
Guine pig Ab 1/62,5  from top to bottom line 2,517 2,4102 2,522 2,2697 2,2823 2,1362 2,017 1,7482 1,3998 0,8921
Conjugate commercial 1/2000 constant dilution rate 2,4524 2,4187 2,4147 2,3035 2,4478 2,2852 2,2124 1,7235 1,3592 0,9335

2,9026 2,6331 2,4465 2,7438 2,6371 2,791 2,29 1,8017 1,456 0,9693
2,7945 2,3328 2,2501 2,3465 2,3362 2,2266 2,0686 1,6111 1,1376 0,8266

Grey zones in the plates show the best optimal dilution curve of checkerboard titration. 

Discussion and Conclusion
The rapid development of a unique diagnostic 
kit against FMDV is troublesome because of the 
continuous mutations in FMDVs and the risk 
of entrance for exotic FMDV strains from the 
neighboring countries of Turkey. It is necessary to 
produce Abs (polyclonal and/or monoclonal) for 
FMDV SP ELISA tests against each of newly emerged, 
genotypically crucial, exotic strains of FMDV just 
like the effort of a new primer-probe design for 
the molecular differentiation of novel FMDV with 
PCR. However, the period for the production of 
polyclonal Abs for FMDV serology takes a long time 
and laborious work (Parida 2009; Lavoria et al. 2012; 
Sala et al. 2018; Salem et al. 2019). 

In the present study, the complete 
production and standardization process of Abs 
take approximately three months for each FMDV 
serotype. Besides, cross-reactions were detected 
among the FMDV serotypes in ELISA (Figure 3). 
Cross-reactions between the FMDV Abs is a possible 
problem due to the common sharing epitopes 
between the FMDV serotypes strains (Parida 2009; 
Bari et al. 2014; Ascoli and Aggeler 2018; Salem 
et al. 2019). Here, additional blocking steps were 
performed to alleviate cross-reactions. To mitigate 

high backgrounds, the dilution of polyclonal sera 
was also tried, and then the optimum dilution was 
determined for each Ab via checkerboard test to 
provide minimum background and cross-reactions. 

Besides the time-consuming production and 
standardization process, animal usage for the 
production of polyclonal Abs is already contradictory 
to the 3R concept (Russell and Burch’s 1959). 
Therefore, alternative tests or serological approaches 
were searched for FMDV-SP Abs detection in recent 
years. For this purpose, a monoclonal Ab-based 
antigen and Ab detection kits were developed by 
Brocchi (Brocchi 2012). However, Brocchi reported 
that imperfect FMDV type specificity and a different 
assay standardization for each FMDV serotype are 
some test limitations of these kits. In addition to 
monoclonal Ab based kits, a cocktail of polyclonal 
or monoclonal Abs usage, chimeric antibodies, 
recombinant Ab production, virus-like particles, or 
recombinant proteins have also been studied (Ko et 
al. 2009; Yang et al. 2017; Cao et al. 2018, Ran et al. 
2019).

In conclusion, routine tests for detection of 
FMDV-SP antibody are still based on polyclonal and 
monoclonal Abs production. However, there is not 
adequate study about polyclonal Ab production 
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and standardization. The present study was carried 
out primarily to focus on polyclonal Ab production 
steps in general. Polyclonal Abs were produced 

against Turkey FMDV strains and standardized for 
LPBE test. A further study needs to determine the 
purity of Abs via Western Blotting

Figure3. Background and cross-reaction control in the optimal dilution of antibodies.
Cross control

FMDV OTUR 07 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 virus

1/5000 Rabbit antibody-1/1000 
guinea pig antibody

A 2,3291 2,3985 2,2309 2,2056 2,0094 1,9036 1,7875 1,6729 1,4808 1,1906 0,0693 0,0793 OTUR07 

B 2,1387 2,2558 2,215 2,0304 2,0291 1,834 1,7858 1,6644 1,4201 1,1314 0,064 0,0698 OTUR07 

C 0,2424 0,253 0,2606 0,2693 0,2438 0,2045 0,1672 0,1515 0,1232 0,1026 0,0632 0,0687 ATUR11

D 0,4306 0,3677 0,3045 0,3013 0,226 0,2145 0,1662 0,1362 0,1124 0,0974 0,0619 0,0718 ANEPAL

FMDV A TUR11 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 background background virus

1/5000 Rabbit antibody-1/1000 
guinea pig antibody

A 1,5172 1,8986 1,927 1,7962 1,8931 1,9956 1,7776 1,3981 1,014 0,7022 0,0771 0,0792 ATUR11

B 0,381 0,2381 0,1841 0,1386 0,1145 0,1092 0,1052 0,116 0,1047 0,1152 0,0778 0,0821 ATUR11

C 0,3591 0,3622 0,3432 0,3082 0,2828 0,3062 0,2917 0,276 0,2545 0,2229 0,0825 0,0908 OTUR07

D 0,265 0,2614 0,2715 0,235 0,2207 0,1904 0,1772 0,1592 0,1478 0,1313 0,0943 0,1009 A NEPAL

FMDV A Nepal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 background background virus

1/5000 Rabbit antibody-1/1000 
guinea pig antibody

A 2,3538 2,285 2,347 1,9889 1,9626 1,8389 1,7156 1,5777 1,2303 0,819 0,0881 0,0833 A NEPAL

B 2,4543 2,3589 2,2761 2,1945 1,9096 1,8833 1,8054 1,5989 1,1749 0,8235 0,0733 0,0719 A NEPAL

C 0,2451 0,2386 0,288 0,2785 0,2621 0,2423 0,2506 0,1865 0,1872 0,1465 0,0813 0,0786 OTUR07

D 0,1418 0,1686 0,179 0,171 0,1631 0,1513 0,1493 0,1146 0,108 0,0953 0,0877 0,0806 ATUR11

Plates were coated with optimal dilution (well A-D) of capturing antibodies according to the final checkerboard dilution of each sero- type of FMDV antibodies 
(1/5000). Then, to check cross-reactions of FMDV OTUR07 with the other FMDV strains (ANepal and ATUR11), optimal dilution of FMDV OTUR07 was added to (well 
A-B). After that, optimal dilutions of FMDV A TUR11 and FMDV ANepal were added to wells C and D, respectively. Similar to the OTUR07 cross reaction study, the same 
steps were performed to detect cross-reactions of FMDV ATUR11 and ANepal with other FMDV serotypes. 11-12 wells were left as background. 

Ethical statement: Ethics committee approval 
for the immunisation of guinea pigs used in the 
research was given by the local ethics committee of 
the Foot and Mouth Disease (SAP) Institute, Turkish 
Ministry of Agriculture and Rural Affairs (decision 
no: 2015/10). Ethics committee approval for the 
immunisation of rabbits used in the research was 
given by the local ethics committee of Veterinary 
Control Central Research Institute, Turkish Ministry 
of Agriculture and Rural Affairs (Decision no: 
2015/09). 
Acknowledgements: The author is grateful to Dr. 
Bern Haas for his kind support for the blocking 
procedure of ELISA and thanks to Serology 
Laboratory technicians; Yavuz Yıldırım and Yusuf 
Demir for their laboratory effort. Faruk Yıldız, for 
his technical help in the 146S test. This study was 
supported by Foot-and-Mouth Disease Institute, 
SAP, Ankara.
Conflict of Interest: There is no conflict of interest. 

References
Anonymus.https://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_

standards/tahm/3.01.08FMD.pdf (Accessed: 10.08.2019)
Ascoli AG and Aggeler B. (2018) Overlooked benefits of using 

polyclonal antibodies. Biotechniques. 65, 127- 136. doi: 
10.2144/btn-2018-0065.

Bari FD, Parida S, Tekleghiorghis T, Dekker A, Sangula A, Reeve 
R, Haydon DT, Paton DJ, Mahapatra M (2014) Genetic and 
antigenic characterization of serotype A FMD viruses from 
East Africa to select new vaccine strains. Vaccine. 32, 5794-
5800. 

Barteling SJ and Meloen RH. (1974) A simple method for the 
quantification of 140S particles of foot and mouth disease 
virus. Arch Ges Virusforsch 45, 362-364

Brocchi E. (2012). New ELISAs for FMD Diagnosis, EUFMD Open 
Session, October 29-31-Jerez, Spain.

Cao Y, Zhou W, Xing X, Zang J, Fu Y, Li K, Sun P, Li P, Bai X, Ma X, 
Bao H, Li D, Chen Y, Lu Z, Liu Z. (2018) Indirect ELISA using 
a multi-epitope recombinant protein to detect antibodies 
against foot-and-mouth disease virus serotype O in pigs. J 
Virol Methods. 262, 26-31. doi: 10.1016/j.jviromet.2018.09.008 

Crowther JR. (2001). ELISA guidebook, second edition Humana 
Press, UK, p:79

Diaz-San Segundo F, Medina GN, Stenfeldt C, Arzt J, de Los 
Santos T. (2017) Foot-and-mouth disease vaccines. Vet 
Microbiol. 206, 102–112. doi: 10.1016/j.vetmic.2016.12.018.

Ferris NP, Donaldson AJ. (1984) Serological response of guinea 
pigs to inactivated 146S antigens of FMDV after single or 
repeated inoculations. Rev Sci Tech OIE. 3, 563-574. 

Fry EE, Stuart DI, Rowlands DJ. (2005) The structure of FMDV. 
Current Topics Microbiol Immunol. 288, 71-101. doi: 
10.1007/3-540-27109-0_4. 

Hamblin C, Barnett ITR, Hedger RS. (1986) A new enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) for the detection of antibodies 
against foot-and-mouth disease virus I. Development 
and method of ELISA. J Immunol Methods. 93, 11–121. doi: 
10.1016/0022-1759(86)90441-2.

https://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/3.01.08FMD.pdf
https://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/3.01.08FMD.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aggeler B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30089399
https://doi.org/10.1016/j.jviromet.2018.09.008


Sareyyüpoğlu B. Production of polyclonal antibodies against Turkey FMDV strains 19

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 32, Sayı 1, 2021, 14-19

Harlow E and Lane D. (1988) Antibodies, A laboratory manual. 
Second edition, CSHL Press, USA, p: 60

Have P, Lei JC, Thiesen K. (1984) An enzyme linked immune 
absorbent assay for the primary diagnosis of FMD. 
Characterization and comparison with complement fixation. 
Acta Vet Scand. 25, 280-296. 

Jamal SM, Belsham, GJ. (2013) Foot-and-mouth disease: past, 
present and future. Vet Res. 44, 116. doi: 10.1186/1297-9716-
44-116.

Ko YJ, Jeoung HY, Lee HS, Chang BS, Hong S-M, Heo E-J, Lee K-N, 
Joo H-D, Kim SM, Park J-H, Kweon C-H. (2009) A recombinant 
protein based ELISA for detecting antibodies to foot-and-
mouth disease virus serotype Asia J Virol Methods 159, 112-
118.doi: DOI: 10.1016/j.jviromet.2009.03.011

Lavoria MÁ, Di-Giacomo S, Bucofusco D, Franco-Mahecha OL, 
Perez-Filgueira DM, Capozzo AV. (2012) Avidity and subtyping 
of specific antibodies applied to the indirect assessment of 
heterologous protection against Foot-and-Mouth Disease 
Virus in cattle. Vaccine. 30(48), 6845-50. doi:110.1186/1297-
9716-44-116.

Leenaars M and Hendriksen CF. (2005) Critical steps in the 
production of polyclonal and monoclonal antibodies: 
Evaluation and recommendations. ILAR Journal. 46, 269-79. 
doi: 10.1093/ilar.

Leenaars PPA, Hendriksen CFM, Leeuw WA, Carat F, Delehaut P, 
Fischer F, Halder M, Hanly WC, Hartinger J, Hau J, Lindblad 
EB, Nicklas B, Outschoorn M, Stewart-Tall DE. (1999) The 
production of polyclonal antibodies in laboratory animals. 
ATLA. 27, 79-102. doi: 10.1177/ATLA.1999. 

Lipman NS, Jackson LR, Trudel LJ, Weis-Garcia F. (2005) 
Monoclonal versus polyclonal antibodies: distinguish 
characteristics, applications, and information resources. 
ILAR Journal. 46, 258-268. doi: https://doi.org/10.1093/
ilar.46.3.258

Low D, O’Leary R, Pujar NS. (2006) Future of antibody purification. 
J Chrom 848, 48-63. 

Parida S. (2009) Vaccination against FMDV strategies and 
effectiveness. Expert Rev Vaccines.  8(3), 347-365. 
doi:10.1586/14760584.8.3.347. 

Ran X, Yang Z, Bai M, Zhang Y, Wen X, Guo H, Sun Ş. (2019) 
Development and validation of a competitive ELISA based 
on bacterium-original virus-like particles of serotype O foot-
and-mouth disease virus for detecting serum antibodies. 
Appl Microbiol Biotech. 103, 3015-3024. doi:10.1007/s00253-
019-09680-8.

Russell and Burch’s, 3Rs concept (Refine–Reduce–Replace, Russell 
W. (1959). The principles of humane experimental technique. 
London.

Sala JM, Trotta MV, Mansilla FC, Filgueira MP, Gaston S, Capozzo 
A. (2018) Alternatives for the serological assessment of foot-
and-mouth disease vaccine immunity in buffaloes (Bubalus 
bubalis) J App Anim Res. 46, 451–458. https://doi.org/10.108
0/09712119.2017.1335641

Salem R, El-Kholy A, Omar AO, Abu-el Naga EI, Osman G. (2019) 
Construction, expression and evolution of recombinant 
VP2 protein for serotype independent detection of 
FMDV seropositive animals in Egypt. Sci Report. 9, 10135. 
doi: 10.1038/s41598-019-46596-9  

Sorensen KJ, Madsen KG, Madsen ES, Salt JS, Nqindi J, Mackay 
DKJ. (1998) Differentiation of infection from vaccination in 
foot-and-mouth disease by the detection of antibodies to 
the non- structural proteins 3D, 3AB and 3ABC in ELISA using 
antigens expressed in baculovirus. Arch Virol. 143, 1461-
1476. doi: 10.1007/s007050050390

Voskuil JLA. (2014) Commercial antibodies and their validation. 
F1000 Research 3, 232. doi: https://doi.org/10.12688/
f1000research.4966.2

Yang M, Xu W, Bitner H, Jacquelyn H, Vosloo W, Goolia M, 
Lusansky D, Nfon C. (2017) Generation of MAbs to foot–
and–mouth disease virus serotype A and application in a 
competitive ELISA for serodiagnosis. Virol J. 195(13), 195. 

Zumdahl SS and De Coste DJ. (2009). Introduction Chemistry. 
Nineth edition Cengage Learning, USA, p: 34

https://doi.org/10.1016/j.jviromet.2009.03.011
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lavoria M%C3%81%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23000129
https://doi.org/10.1093/ilar.46.3.258
https://doi.org/10.1093/ilar.46.3.258
https://doi.org/10.1080/09712119.2017.1335641
https://doi.org/10.1080/09712119.2017.1335641
https://dx.doi.org/10.1038%2Fs41598-019-46596-9
https://doi.org/10.1007/s007050050390
https://doi.org/10.12688/f1000research.4966.2
https://doi.org/10.12688/f1000research.4966.2


Yazışma adresi / Correspondence: Serdal Kurt, Kahramanmaras Istiklal University, Elbistan Vocational School, Department of 
Veterinary, Kahramanmaras, Turkey     E-mail: serdal.kurt@hotmail.com
ORCID IDs of the authors: 10000-0002-0191-3245 • 20000-0002-9242-9271

Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2021; 32 (1): 20-26
doi: https://doi.org/10.35864/evmd.906990

Original Article
Özgün Araştırma

Pathogen isolation and antibiogram analysis in dairy 
cows with clinical mastitis in Adana region, Turkey

Serdal Kurt1* , Funda Eşki2 

1 Kahramanmaras Istiklal University, Elbistan Vocational School, Department of Veterinary, Kahramanmaras, Turkey
2 Cukurova University, Faculty of Ceyhan Veterinary Medicine, Department of Obstetrics and Gynecology, Adana, Turkey

Geliş Tarihi / Received: 31.03.2021, Kabul Tarihi / Accepted: 20.05.2021

Abstract: The goal of this study was to investigate pathogen types found in milk samples from cows with clinical 
mastitis, as well as the sensitivity of isolated bacteria to different antibiotics. The study was carried out on 103 milk 
samples collected from dairy cows with clinical mastitis. Microbiological isolation and identification were performed 
to identify gram negative and gram positive bacteria, Mycoplasma bovis and fungi. Then, bacteria isolated from 
infected milks were subjected to antibiogram, using 27 antimicrobials agents. As a result, a total of 146 isolates were 
obtained from 103 milk samples. The predominant pathogen isolates recovered were fungi (21.9%), Escherichia 
coli (19.9%) and Staphylococcus aureus (13.7%), followed by Mycoplasma bovis (8.2%) and Streptococcus uberis 
(6.8%). The mixed predominant pathogen was fungi, (75%) the majority of which mixed with gram positive bacteria. 
Ampicillin, Imipenem, Chloramphenicol and Streptomycin were the least effective antimicrobial agents, while the 
most effective agents were Florfenicol, followed by Amikacin and Kanamycin / Cefalexin. In conclusion, the types 
of microorganisms that cause mastitis and the antibiogram results of the bacteria isolated varied. Above all, fungal 
mastitis is a severe problem that should always be considered prior to starting antibiotic treatment.
Keywords: Antibiogram, clinical mastitis, cow, pathogen isolation

Türkiye, Adana bölgesindeki klinik mastitisli sütçü 
ineklerde patojen izolasyonu ve antibiyogram

Özet: Bu çalışmanın amacı, klinik mastitisli ineklerden alınan süt örneklerinde bulunan patojen türlerini ve izole 
edilen bakterilerin farklı antibiyotiklere duyarlılığını araştırmaktı. Çalışma klinik mastitisli sütçü ineklerden toplanan 
103 süt numunesi üzerinde gerçekleştirildi. Gram negatif ve gram pozitif bakterileri, Mycoplasma bovis ve 
mantarları belirlemek için mikrobiyolojik izolasyon ve tanımlama yapıldı. Ardından, enfekte sütlerden izole edilen 
bakteriler, 27 antimikrobiyal ajan kullanılarak antibiyograma tabi tutuldu. Çalışma sonunda, 103 süt örneğinden 
toplam 146 izolat elde edildi. Elde edilen dominant patojen izolatları mantarlar (%21.9), Escherichia coli (%19.9) ve 
Staphylococcus aureus (%13.7), ardından Mycoplasma bovis (%8.2) ve Streptococcus uberis (%6.8) idi. Miks seyreden 
dominant patojen mantarlardı ve onların çoğu gram pozitif bakterilerle (%75) miks seyretti. En etkili ajanlar sırasıyla 
Florfenicol, Amikacin ve Kanamycin / Cefalexin iken en az etkili antibiyotikler Ampisilin, İmipenem, Chloramphenicol 
ve Streptomycin oldu. Sonuç olarak, mastitise neden olan mikroorganizma türleri ve izole edilen bakterilerin 
antibiyogram sonuçları farklılık göstermiştir. En önemlisi, mantar kaynaklı mastitis antibiyotik tedavisine başlamadan 
önce her zaman dikkate alınması gereken ciddi bir sorundur.
Anahtar kelimeler: Antibiyogram, inek, klinik mastitis, patojen izolasyonu

Introduction
Mastitis, which is the inflammation of the mammary 
gland against infectious and non-infectious 
factors (Bradley 2002), is known as a multifactorial 
problem of dairy cows that affects milk quality and 
quantity (Guimarães et al. 2017; He et al. 2020). 
Moreover, mastitis is the most common and the 
most costly production disease in the dairy herds 
(Abebe et al. 2016; Dalanezi et al. 2020) and it is 
an account for 38% of total economic losses caused 
by production diseases (Bradley 2002). Economic 

losses caused by mastitis are related to the decrease 
in milk production, treatment and labour cost, milk 
disposal, decrease in the sale price of milk and the 
culling of animals (Demir et al. 2012; Guimarães et 
al. 2017; Ayvazoğlu and Eşki 2019). As a result of 
all these, mastitis causes an about the annual loss 
of $159 per cow (Dalanezi et al. 2020). Mastitis 
occurs in clinical and subclinical forms and their 
average incidence was reported as 14.2% and 30%, 
respectively (Sundrum 2015). Furthermore, it has a 
serious zoonotic risk due to the presence of bacteria 

mailto:serdal.kurt@hotmail.com
https://doi.org/10.35864/evmd.906990
https://orcid.org/0000-0002-0191-3245
https://orcid.org/0000-0002-9242-9271


Kurt S and Eşki F. Microbiological isolation and antibiogram in milk samples with mastitis 21

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 32, Sayı 1, 2021, 20-26

and their toxins in milk (Abebe et al. 2016). As 
understood, mastitis is a global problem that must 
be tackled effectively due to its high incidence and 
prevalence (Sundrum 2015; Guimarães et al. 2017) 

Mastitis has various etiologies (Bradley 2002; 
Dalanezi et al. 2020) and is most commonly caused by 
bacteria (Dalanezi et al. 2020). Epidemiologically, its 
the etiology has been categorized as environmental 
(Coliform) and contagious pathogens (Smith and 
Hogan 1993; Abebe et al. 2016). The major reservoir 
of contagious mastitis pathogens is cows, they are 
spread among animals (Fox and Gay 1993), and 
tend to cause chronic subclinical infections after 
exacerbation of clinical events (Abebe et al. 2016). 
Fox and Gay (1993) reported that main contagious 
mastitis agents suitable for this definition include 
Staphylococcus aureus (S. aureus), Streptococcus 
agalactiae (S. agalactiae), Corynebacterium bovis, 
Streptococcus dysgalactiae (S. dysgalactiae) and 
Mycoplasma spp. The main reservoir of coliform 
mastitis agents is the environment (Abebe et al. 
2016). Approximately 90% of mastitis caused by 
them are clinical form. The major environmental 
pathogens are Escherichia coli (E. coli), Klebsiella 
spp., Streptococcus uberis (S. uberis), S. dysgalactiae 
(included in both environmental and contagious 
mastitis agent), Pseudomonas, Serratia and Proteus 
(Smith and Hogan 1993). On the other hand, it is 
known that viruses, fungi and algae are among 
the important infectious agents that cause mastitis 
(Dalanezi at al. 2020), and fungal mastitis (mycotic 
mastitis) have become an increasing problem in 
recent years (Jasm and Yassein 2020). The commonly 
encountered causes of mycotic mastitis are 
Candida spp., Trichosporon spp., Cryptococcus spp., 
Saccharomyces spp., Aspergillus spp. (Dubie et al. 
2015). Because use of antibiotics may also stimulate 
the multiplication of fungi, increases in fungal 
mastitis cases may be associated with antibiotic 
treatment (Wawron et al. 2010), so misdiagnosed 
fungal mastitis can be more exacerbated. 
Considering the differences in pathogen types, it 
is understood that the fight against mastitis is a 
difficult and complex situation (Taponen et al. 2017; 
Rahman et al. 2018). Moreover, the antimicrobial 
resistance of bacterial agents makes the fight 
against mastitis more critical (Pitkala et al. 2004; 
Rajala-Schultz et al. 2004; Tenhagen et al. 2006; Etifu 
and Tilahun 2019). Consequently, agent isolation 
and antibiogram test have become indispensable 
for a successful treatment and struggle. 

Antibiotic treatments were reported to be 
often unsuccessful in mastitis cases in the Adana 

region. On this situation, we hypothesized that 
fungal mastitis or antibiotic resistance would be 
common. This study was planned considering that 
it would be of economic importance. The aim of 
the present study was to investigate the pathogen 
types in milk samples of cows with clinical mastitis 
and the sensitivity of the isolated bacteria to various 
antibacterial drugs, in Adana region, Turkey.

Materials and Methods
Animal and management
This study was approved by the Local Ethics 
Committee of Ceyhan Veterinary Faculty, Cukurova 
University, Adana, Turkey (approval number 8/1 
and 23.09.2020). The presented study was carried 
out on 103 milk samples collected from dairy cows 
with clinical mastitis in around 40 medium-scale 
commercial farms, Adana region, Turkey.  The dairy 
cows had a similar lactation period, milk yield, age, 
parity, milking system and body condition score, 
and they were managed in free-stall barns under the 
same conditions, had free access to water. And cows 
did not receive any treatment before the study.

Udder examination and milk sample collection
Palpation and inspection methods were performed 
to examine typical signs of clinical mastitis by a 
veterinarian. The examination included abnormal 
milk, quarter asymmetry, blindness and inflammation 
such as redness, hotness, swelling and painful 
sensation. Milk samples (20- 25 ml) were collected 
from individual quarters with clinical mastitis to 
sterile falcon tubes under asepsis and antisepsis 
conditions. Briefly, milk sampling procedure was 
performed according to Laboratory Handbook on 
Bovine Mastitis of the National Mastitis Council 
(Hogan et al. 1999). After the milk samples were 
collected, they were immediately transported to the 
laboratory under the cold chain (4°C).

California mastitis test (CMT)
California mastitis test (CMT) was performed 
for confirmation of the examination applied by 
inspection and palpation. The test process and the 
interpretation of CMT results were made according 
to the Baştan et al. (2008)’s instructions.

Microbiological examination
Microbiological identification and isolation 
were performed according to National Mastitis 
Council’s instructions (Hogan et al. 1999) to identify 
gram-negative (Sphingomonas paucimobilis (S. 
paucimobilis), E. coli, Klebsiella, Enterobacter 
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aerogenes, Serratia marcescens, Pseudomonas 
aeruginosa (p. aeruginosa), Pasteurella multocida 
and Pasteurella haemolytica), gram-positive bacteria 
(S. aureus, Staphylococcus simulans (S. simulans), 
Dermacoccus nishinomiyaensis (D. nishinomiyaensis), 
Staphylococcus chromogenes (S. chromogenes), 
Micrococcus luteus (M. luteus), Bacillus sublitis (B. 
sublitis), Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis), 
S. agalactiae, Staphylococcus vitulinus (S. vitulinus), 
S. dysgalactiae, S. uberis, Streptococcus pyogenes, 
Streptococcus pneumoniae, Enterococcus cecorum (E. 
cecorum), Actinomyces pyogenes, Kocuria rosea (K. 
rosea), Kytococcus sedenterius (K. sedenterius) and 
Bacillus cereus), Mycoplasma bovis (M. bovis) and 
fungi. The procedures performed are summarized 
below as bacterioscopy and culture and biochemical 
identification headings.

Bacterioscopy
The milk samples collected from infected quarters 
were centrifuged and preparations were prepared 
from the sedimentation. Then, they were stained 
with gram staining methods for bacterioscopy 
examination. 

Culture and Biochemical Identification
The milk samples were individually inoculated 
into blood agar (Oxoid, CM0055), MacConkey 
agar (Oxoid, CM0007) and Sabouraud Dextrose 
agar (Merck, 105438) using a quadrant streaking 
method, and they were incubated at 37°C for 24- 48 
h. While blood agar and MacConkey agar were used 
for bacteriological isolation, Sabouraud Dextrose 
agar was used for fungal isolation. Morphologic 
characteristics of isolated microorganisms were 
observed on these primary cultures. And Gram 
staining was applied to define the gram reaction 
and shape of the cultures. Then, further biochemical 
tests, catalase, coagulase and oxidase tests 
were performed for more specific identification. 
Catalase test (Hydrogen peroxide solution, 
Catalog number: 88597, Millipore, Darmstadt, 
Germany) was performed using 3% Hydrogen 
peroxide (H2O2) and was used to identify catalase 
negative and catalase positive microorganism. 
Coagulase test (Coagulase Plasma Lyophilized. 
Rabbit plasma w / EDTA, Catalog number: R21052, 
Thermo Fisher Scientific, MA, USA) was applied to 
differentiate Staphylococcus species. And oxidase 
test (BACTIDENT™ Rapid Testing Reagents, Oxidase; 
Catalog number: 1.00181.0002, Merck, Darmstadt, 
Germany) was used to differentiate microorganisms 
such as Enterobacteriaceae, Pseudomonas, Vibrio, 
Aeromonas, Neisseria, Alcaligenes from others. 

PCR method for Mycoplasma bovis identification
M. bovis from the milk samples was identified using 
a method, Real Time Polymerase Chain Reaction 
(PCR), based on DNA extraction. Commercial 
Standard Real-Time PCR Detection Kit for M. bovis 
(Primer Design- GENESIG) was used to determine 
M. bovis in DNA samples by Real Time PCR method. 
The protocol was implemented according to the 
company’s instructions.
Antibiogram
Bacteria isolated from infected milks were 
subjected to in vitro antibiotic sensitivity testing, 
using 27 antimicrobials agents by disc diffusion 
method (Bauer 1966). All antimicrobials used 
were Ampicillin, Nitrofrontain, Imipenem, 
Gentamycin, Gamithromycin, Cefquinome, 
Penicillin, Kanamycin, Amoxicillin / Clavulanic acid, 
Enrofloxacin, Neomycin / Bacitracin/ Tetracycline, 
Chloramphenicol, Kanamycin / Cefalexin, 
Sulfamethoxazole / Trimethoprim, Ceftriaxone, 
Cefotaxime, Amoxycicilin, Amikacin, Florfenicol, 
Streptomycin, Enrofloxacin, Vancomycin, Tetrasiklin, 
Cefapirin, Rifampin, Azitromycin and Polymyxin B. 
Inoculum was prepared from primary culture. Petri 
dishes (Lamtek) were inoculated with the help of a 
sterile swab. Finally, the antimicrobial discs (Oxoid, 
Mastdiscs) were placed into petri dishes under 
sterile conditions and were incubated at 37°C for 24 
hours. The antimicrobial sensitivity of bacteria was 
examined on the basis of zone diameter. The results 
were interpreted according to the manufacturer’s 
standard chart and recorded as sensitive or resistant. 
Mycoplasma was not included in antibiogram tests. 

Results
A total of 146 microorganisms isolates were 
obtained from 103 milk samples collected from 103 
cows with clinical mastitis. Out of 103 samples, 72 
samples (69.9%) yielded pure cultures of which 12 
were M. bovis, 8 were fungi, 28 were gram negative 
and 24 were gram positive organisms, and the 
remaining 31 (30.1%) yielded mixed cultures. Of the 
146 isolates, 12 (8.2%) were M. bovis, 32 (21.9%) were 
fungi, 41 (28.0%) were gram negative and remaining 
61 (41.7%) were gram positive. The predominant 
pathogen isolates recovered were fungi, E. coli 
and S. aureus followed by M. bovis and S. uberis. 
However, other microorganisms were minimally 
detected. Mixed infections caused by two or more 
microorganisms were detected in milk culture. The 
mixed predominant pathogen was fungi, (75%) the 
majority of which mixed with gram positive bacteria. 
The results of isolation are detailed in Table 1. 
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Table 1. Frequency of isolation and microorganism species isolated from milk samples with clinical mastitis. 
Microorganism species Gram (- / +) No. of Isolates % of 146 Isolates No. of Mix
M. bovis 12 8.2 0
Fungi 32 21.9 24
E. coli - 29 19.9 7
S. paucimobilis - 4 2.7 2
Klebsiella spp. - 4 2.7 2
P. aeruginosa - 2 1.4 0
Other gram (-) bacteria - 2 1.4 2
S. aureus + 20 13.7 9
S. simulans + 5 3.4 4
S. chromogenes + 3 2 0
S. uberis + 10 6.8 4
M. luteus + 1 0.7 1
B. sublitis + 5 3.4 5
S. epidermidis + 3 2 2
S. agalactiae + 1 0.7 1
E. cecorum + 1 0.7 1
S. vitulinus + 1 0.7 0
K. rosea + 1 0.7 1
D. nishinomiyaensis  + 3 2 3
K. sedenterius + 1 0.7 1
Other gram (+) bacteria + 6 4.1 5
Total 146 100 74

Table 2. Results of in vitro antibiogram examinations on bacteria isolated from 103 milk samples with clinical mastitis
In vitro antibiogram sensitivity test results in percentage

Bacterial species
(No. of isolates) N

TF

G
A

CE
A

P K A
M

C

EN
R

N
BT

CR
O

KC
FX

ST
X

CR
O

CT
X

A
M

L

A
K

EF
C

S EN
R

V T

E. coli (29) 3.4 31 10.3 0 0 0 0 0 0 37.9 6.8 3.4 6.8 6.8 10.3 20.6 0 3.4 0 3.4
S. paucimobilis (4) 0 50 25 0 0 0 25 25 0 0 0 0 25 0 0 50 0 25 0 25
Klebsiella spp (4) 0 25 75 25 25 25 0 25 0 25 0 0 0 0 75 50 0 0 0 0
P. aeruginosa (2) 0 0 50 0 0 0 50 0 0 0 50 0 0 0 50 0 0 50 0 0
Other gram (-) (2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50 0 0 0 0 100 50 0 0 0 0
S. aureus (20) 0 25 25 5 0 0 5 0 0 30 5 0 0 5 40 40 0 20 5 5
S. simulans (5) 20 0 0 0 0 0 60 0 0 0 0 20 0 0 20 40 0 0 20 0
S. chromogenes (3) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. uberis (10) 0 20 20 0 10 20 20 30 0 60 0 0 0 10 80 50 0 0 0 0
M. luteus (1) 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 100 0 0
B. sublitis (5) 0 80 40 20 0 0 0 0 0 40 0 0 0 0 20 40 0 20 0 40
S. epidermidis (3) 0 66.6 0 0 0 0 0 0 33.3 33.3 0 0 66.6 0 33.3 66.6 0 33.3 0 0
S. vitulinus (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 100 100 0 0 0
K. rosea (1) 0 100 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0
D. nishinomiyaensis (3) 0 33.3 0 0 0 0 0 0 0 33.3 0 0 0 0 33.3 0 0 0 0 0
K. sedenterius (1) 0 100 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0
Other gram (+) (6) 0 0 16.6 0 0 16.6 0 0 0 33.3 16.6 0 0 0 33.3 50 0 0 0 0
Total (102) 1.9 27.4 18.6 2.9 1.9 3.9 6.2 4.9 0.9 32.3 4.9 1.9 4.9 3.9 33.3 34.3 0.9 8.8 1.9 3.9

NTF: Nitrofrontain, GA: Gamithromycin, CEA: Cefquinome, P: Penicillin, K: Kanamycin, AMC: Amoxicillin / Clavulanic acid, ENR: 
Enrofloxacin, NBT: Neomycin / Bacitracin / Tetracycline, CRO: Chloramphenicol, KCFX: Kanamycin / Cefalexin, STX: Sulfamethoxazole / 
Trimethoprim, CRO: Ceftriaxone, CTX: Cefotaxime, AML: Amoxycicilin, AK: Amikacin, FFC: Florfenicol, S: Streptomycin, ENR: Enrofloxacin, 
V: Vancomycin, T: Tetrasiklin
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The antibiogram conducted on the bacteria 
isolated from infected milk samples showed 
different results, which may vary from agent 
to agent. Cefapirin, Rifampin, Azitromycin and 
Polymyxin B had no effect any bacterial isolate. 
Ampicillin (5%), Imipenem (5%), Gentamycin (10%) 
had an effect only on S. aures. And considering all 
cases, Ampicillin, Imipenem, Chloramphenicol and 
Streptomycin were the least effective antimicrobial 
agents, while the most effective antibiotic was 
Florfenicol, followed by Amikacin and Kanamycin / 
Cefalexin. On the other hand, 48.2% of E. coli, 25% of 
S. paucimobilis, 20% of S. aureus, 40% of S. simulans, 
100% of S. chromogenes, 10% of S. uberis, 33.3% 
of other gram (+) bacteria, 100% of S. agalactiae 
and 100% of E. cecorum showed resistance to all 
antimicrobial agents. The effective antibiogram 
results are given in Table 2.

Discussion and Conclusion
In the present study, firstly the types of 
microorganisms that cause clinical mastitis were 
determined. Then, the sensitivity of isolated bacterial 
pathogens to 27 different antibacterial agents was 
investigated. Among the microorganisms isolated 
in this study, fungi, E. Coli and S. aureus were 
determined as the major cause of mastitis, but the 
obtained result showed some differences compared 
to the previous report (Green et al. 2002; Baştan et 
al. 2008; Rahman et al. 2018). 

It has been reported that fungi are usually 
agents in bovine mastitis and are commonly 
considered to be an environmental mastitis agent 
due to poor hygiene (Krukowski et al. 2001). There 
are different types of fungi that cause mycotic 
mastitis (Du et al. 2018). However, its most common 
cause was found the genus Candida (Zaragoza et 
al. 2011; Eldesouky et al. 2016; Du et al. 2018). They 
may be also associated with clinical mastitis (Jasm 
and Yassein 2020). In the present study, because 
the main aim was to investigate the importance 
of fungi in mastitis cases, no species distinction 
was performed. It has been reported that the 
prevalence of mycotic mastitis has considerably 
increased in recent years (Zhou et al. 2013) and 
the rates of fungi isolated from milk with mastitis 
differed significantly by country. And this rate was 
noted as 12.1% in Turkey (Jasm and Yassein 2020). 
However, it was found to be higher (31.06%) in our 
study.  We considered that it may be due to Adana’s 
subtropical climate (Krukowski and Saba 2003). 
Antibiotics are administered more frequently in 

routine mastitis treatment and antifungal treatment 
is not given importance (Pachauri et al. 2013). 
However, the presence of fungi in mastitis cases 
reveals the importance of pathogen isolation for 
treatment and control. Moreover, the differences 
in bacterial species isolated and their antibiotic 
resistance make the situation even more critical. 
The results demonstrated that 48.27% of E. coli 
isolated developed resistance to all antimicrobial 
agents used in this study. And the most effective 
antimicrobial agent against E. coli was Kanamycin 
/ Cefalexin (37.93%). Another study showed 
that E. coli has a sensitivity of 94.59% against 
Chloramphenicol in buffaloes (Charaya et al. 2014). 
Mohanty et al. (2013) reported that E. coli were the 
most sensitive toward Levofloxacin (96.66%) and 
Chloramphenicol (90%). Similarly, other studies 
showed differences in antimicrobial agents to which 
E. coli was sensitive (Tenhagen et al. 2006; Bhat et 
al. 2017; Taponen et al. 2017). It also is known that 
the treatment process of cases of E. coli is easier 
than cases of S. aureus, another major pathogen 
(Luoreng et al. 2018). And its rate and spread in 
the herd is closely related to management (Rainard 
et al. 2018). In a previous study, all staphylococcal 
species including S. aureus were determined at a 
rate of 20.4% (Twomey et al. 2000), which is similar 
to the ratio of our study. Antibiotic treatment is 
mostly ineffective for mastitis caused by S. aureus 
(Luoreng et al. 2018). In the present study, results of 
antibiogram test for S. aureus showed that Amikacin 
(40%) and Florfenicol (40%) to be the most effective 
of all antibiotics. Charaya et al. (2014) also reported 
that Amikacin (88.57%) the most effective antibiotic 
for S. aureus isolated in buffaloes. On the other 
hand, several studies declared that S. aureus is most 
sensitive to Enrofloxacin and Ciprofloxacin (Ismail 
2017), Levofloxacin (88.23%) and Enrofloxacin 
(88.23%) (Mohanty et al. 2013), Gentamicin (100%) 
and Erythromycin (100%) (Tenhagen et al. 2006). It 
was also observed that there was a difference in the 
rates of isolated S. aureus in these studies. Other 
important pathogens isolated in the present study 
were M. bovis (8.2%) and S. uberis (6.8 %). Mastitis 
caused by mycoplasma is not as common as mastitis 
caused by other bacteria (Nicholas et al. 2016). 
However, it generally does not respond to antibiotic 
therapy and highly contagious (Fujimoto et al. 
2020; Liu et al. 2020). It also has been reported that 
mycoplasma has no cell wall (Parker et al. 2018) and 
to be resistant to all major classes of antimicrobial 
drugs. Therefore, the control of mycoplasma mastitis 
with antibiotic treatment is usually unsuccessful 
(Nicholas et al. 2016). As understood, protection and 
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prevention come to the fore in the fight against this 
pathogen. For these reasons, we did not perform an 
antibiogram test against M. bovis. 

It was declared that S. uberis is among the 
most important factors causing bovine mastitis 
(Käppeli et al. 2019), has an increasing prevalence 
worldwide and responsible for 14 to 26% of clinical 
mastitis (Phuektes et al. 2001). On the other hand, 
Käppeli et al. (2019) reported that clinical mastitis 
cases caused by S. uberis have decreased with 
preventive control studies. Antibiogram results 
of the study conducted by Phuektes et al. (2001) 
showed that all isolates of S. uberis sensitive towards 
Vancomycin and Cephalexin. Other studies revealed 
that the most effective antimicrobial agents 
against to Streptococcus species isolated were 
Chloramphenicol and Tetracycline (100%) (Kurjogi 
and Kaliwal 2011), Levofloxacin, Enrofloxacin and 
Ciprofloxacin (Mohanty et al. 2013) However, no 
similar results were observed by the current study, 
we found that S. uberis the most sensitive to (80%) 
Amikacin, followed by Kanamycin / Cefalexin (60%). 

Antimicrobial agents effective against 
minor pathogens isolated in our study and their 
effectiveness rates showed different distributions 
and results. Furthermore, some antibiotics had a 
higher success rate on them compared to major 
pathogenes. We interpreted this as that these bacteria 
develop less antibiotic resistance since they are not 
the common cause of mastitis. We also thought 
that the differences in isolated microorganism and 
antibiotic resistance vary according to the regions 
where the study was conducted, management 
conditions, hygiene and the antibiotics preferred in 
previous treatments.

In conclusion, the types of microorganisms 
that cause mastitis and the antibiogram results of 
the bacteria isolated varied, and the predominant 
pathogens were fungi, E. coli and S. aureus. Fungal 
mastitis is serious problem, should always be 
considered before routine antibiotic therapy and 
emphasis should be given on antifungal therapy. 
Considering all bacterial cases, the most effective 
antibiotic was Florfenicol, followed by Amikacin 
and Kanamycin / Cefalexin, respectively. However, 
a one-sided treatment cannot be successful in 
mastitis. Therefore, determine the pathogens that 
cause mastitis and the selection of the appropriate 
treatment are very important in the prevention, 
control and treatment process. 
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Abstract: Canine hemoplasmas are vector-borne bacterial pathogens having worldwide distribution. There are two 
hemoplasmas species that cause disease in dogs. These are Mycoplasma haemocanis and Candidatus Mycoplasma 
haematoparvum. The aim of this study was to evaluate the prevalence of canine hemoplasmas among apparently 
healthy 194 owned-dogs in Sivas Province using species-specific polymerase chain reaction (PCR). According to 
our results, the overall prevalence of canine hemoplasmas was 14.94% (29/194). The molecular prevalence of M. 
haemocanis and Ca. M. haematoparvum was detected as 8.24% (16/194) and 10.82% (21/194) respectively while 
the prevalence of co-infections was 4.12% (8/194). In this study, Ca. M. haematoparvum which can infect humans 
was found more prevalent than M. haemocanis. To the best of our knowledge, it is the first molecular study on the 
determination of canine hemoplasmas in Sivas province in Turkey.
Keywords: Canine hemoplasmas, Dog, PCR, Sivas, Turkey. 

Sivas ilinde Canine Hemoplasma’nin ilk moleküler tespiti
Özet: Canine hemoplasmas türleri vektör kaynaklı önemli bakteriyel patojenlerdendir. Etkenler dünyanın farklı 
bölgelerinde evcil köpeklerde tespit edilmiştir. Köpeklerde hastalığa neden olan iki önemli hemoplasma türü 
vardır. Bunlar sırasıyla Mycoplasma haemocanis ve Candidatus Mycoplasma haematoparvum’dur. Bu çalışmanın 
amacı Sivas ilinde 194 evcil köpekte canine hemoplasmas etkenlerinin yaygınlığının Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile 
araştırılmasıdır. Bu çalışmada köpeklerin %14,94 (29/194)’ünde en az bir canine hemoplasmas türü ile enfekte olduğu 
tespit edilmiştir. Köpeklerin %8,24 (16/194)’ünde M. haemocanis, %10,82 (21/194)’ünde ise Ca. M. haematoparvum 
tespit edilmiştir. Köpeklerin %4,12 (8/194)’ünde ise miks enfeksiyon görülmüştür. Çalışmada köpeklerde Ca. M. 
haematoparvum’un M. haemocanis’e göre daha yaygın olduğu tespit edilmiştir. Bu çalışma ile bildiğimiz kadarıyla 
Sivas ilinde ilk kez köpeklerde moleküler yöntemlerle canine hemoplasmas türlerinin yaygınlığı araştırılmıştır.
Anahtar kelimeler: Canine hemoplasmas, Köpek, PCR, Sivas, Türkiye.

Introduction
Hemotrophic mycoplasmas (hemoplasmas) are 
tiny and pleomorphic bacterial agents that are cell-
wall-deficient, obligate, and gram-negative. These 
pathogens invade red blood cells (RBCs) of different 
vertebrates, including dogs (Messick 2004; Chalker 
2005; Sykes et al. 2005). Two hemoplasmas species 
are determined as canine-specific. These species 
are Mycoplasma haemocanis and Candidatus 
Mycoplasma haematoparvum (Messick 2004; 
Sykes et al. 2005). Although these species might 
affect different organs and tissues, infections are 
mostly asymptomatic in healthy dogs (Messick 
2004; Chalker 2005). In some cases, progressive 

anemia can be seen in acute infections in immune-
compromised or splenectomized dogs (Messick 
2004; Sykes et al. 2005). Canine hemoplasmas rarely 
cause death (Messick 2004; Chalker 2005). 

Transmission of canine hemoplasmas species 
is still not well defined, however Rhipicephalus 
sanguineus, brown dog tick, is thought to be a 
possible vector species of these species (Messick 
2004; Baker and Tasker 2016; Aktas and Ozubek 
2017). M. haemocanis and Ca. M. haematoparvum 
may also be transmitted mechanically via blood 
transfusions, fresh blood-contaminated fomites, 
and blood-sucking arthropods (Messick 2004; Willi 
et al. 2010; Baker and Tasker 2016).
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Microscopic, serological, and molecular 
methods have been used for the diagnosis of 
canine hemoplasmas infection so far (Messick 2004; 
Baker and Tasker 2016; Aktas and Ozubek 2018; 
Altay et al. 2020a). The microscopic techniques 
are successfully used for the diagnosis of clinical 
canine hemoplasmas infection (Baker and Tasker 
2016) however, these techniques are not usable 
for the determination of chronic infections and 
may also cause false-positive results due to stain 
precipitation, basophilic stippling, or Howell-Jolly 
bodies (Kemming et al. 2004; Baker and Tasker 2016). 
Serological techniques and microscopic techniques 
are not fit to determine the pathogen species that 
cause canine hemoplasmas infection (Baker and 
Tasker 2016). Molecular identification techniques 
have been more preferred for the diagnosis of 
canine hemoplasmas compared to the microscopic 
and serological techniques. These methods; i) can 
determine the hemoplasmas species that caused 
infections in dogs ii) may find a small amount of 
nucleic acid that belongs to pathogens iii) can detect 
carrier animals (Messick 2004; Willi et al. 2010; Baker 
and Tasker 2016; Aktas and Ozubek 2017; Altay et 
al. 2020a). 

Canine hemoplasmas species have been 
identified in different countries (Wengi et al. 2008; 
Compton et al. 2012; Baker and Tasker 2016; Maggi 
and Krämer 2019; Altay et al. 2020a), and in different 
parts of Turkey (Guo et al. 2017; Aktas and Ozubek 
2017; Aktas and Ozubek 2018). There is a paucity 
of information on canine hemoplasmas in Sivas 
province. Due to this, the present study aimed to 
determine the molecular prevalence of canine 
hemoplasmas in Sivas province.

Material and Methods
Study Area and Material
Sivas province is placed in the central part of Turkey. 
Sivas has an approximately 28,400 km2 geographical 
area. The average annual temperature is 8.9°C, the 
average precipitation, and relative humidity are 432 
mm and 65% in Sivas, respectively.

The study material was composed of 194 (95 
female, 99 male) apparently healthy owned-dog in 
four different parts of Sivas (Sivas City Center, Kangal, 
Yıldızeli, Hafik). The age, gender, and location data 
of the dogs were recorded. The blood samples 
were taken into blood collection tubes containing 
Etilendiamin tetraacetic acid (EDTA).  The blood 
samples were stored at -20°C until DNA extraction.

Total Genomic DNA isolation and Polymerase 
Chain Reaction (PCR)
Total genomic DNA was obtained from 200 μL blood 
samples using PureLink Genomic DNA kit (Cat. No.: 
K1820-02, Invitrogen, Carlsbad, USA) according to 
the manufacturer’s instructions. The genomic DNA 
samples were stored at -20°C until use.  

PCR assay using species-specific primers was 
performed for determination of the presence and 
distribution of canine Mycoplasma species (Torkan 
ve ark. 2014). Further information on primers was 
detailed in Table 1. PCR was performed in a final 
volume of 50 μL including DNase-RNase-free sterile 
water (Cat No.:  129114, Qiagen®, Germany), 10× 
PCR buffer (Thermo Scientific™, Lithuanian), 2.5 mM 
MgCl2 (25 mM) (Thermo Scientific™, Lithuanian), 
200 µM of each dNTP (Cat. No.: PCCSKU1019, 
Procomcure Biotech GmbH), 1.25 U of Taq DNA 
polymerase (Cat. No.: EP0402, Thermo Scientific™, 
Lithuanian), 2 µL (10 pmol/µL) of each of the primers, 
and 5 µL template DNA. The PCR cycling conditions 
were done as described by Altay et al. (2020a). 
DNase-RNase-free sterile water (Cat. No.:  129114, 
Qiagen®, Germany) was used as negative control, 
the genomic DNA of  M. haemocanis isolate 
(accession number: MK015018, Altay et al. 2020a) 
and Ca. M. haematoparvum (accession number: 
MK026012, Altay et al. 2020a) were used as positive 
controls for each PCR assay. Ten microliters of PCR 
products were electrophoresed on 1.5% agarose 
gel stained (100V, 45 min) with ethidium bromide 
and then were visualized by UV transilluminator 
(Figure 1). DNA extraction and PCR assay were 
conducted in different rooms for prevention of 
cross-contamination.

Table 1. Primers using in the present study.
Species Primers 5′→3′ Target Gene Length of Product Reference

M. haemocanis
Forward GAAACTAAGGCCATAAATGACGC

16S rRNA 309 bp Torkan et al. 2014
Reverse ACCTGTCACCTCGATAACCTCTAC

Ca. M. haematoparvum
Forward ACGAAAGTCTGATGGAGCAATAC

16S rRNA 328 bp Torkan et al. 2014
Reverse TATCTACGCATTCCACCGCTAC
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Statistical evaluation: Statistical analyses among 
various parameters were performed using the chi-
square test. Differences were considered statistically 
significant if p < 0.05.

Results
All dog blood samples were screened for M. 
haemocanis and Ca. M. haematoparvum by PCR 
using the primers detailed in Table 1. The overall 
prevalence of hemoplasmas species was found to be 
14.94% (29/194). The prevalence of M. haemocanis 
was detected as 8.24% (16/194), while the prevalence 
of Ca. M. haematoparvum was detected as 10.82% 
(21/194). Co-infections were found to be 4.12 % 
(8/194) (Table 2). 

The prevalence among female dogs was 
detected as 14.73% (14/95), while among the male 
dogs it was 15.15% (15/99). Canine hemoplasmas 
were found to be 8.95% (6/67) between 0 and 2 
years of age, 19.40% (13/67) between 3 and 4 years 
of age, and 16.66% (10/60) in dogs ≥ 5 years old 
(Table 2). The distribution of canine hemoplasmas 
in the sampling area was determined to be 18.84% 
(13/69) in Sivas city center, 13.33% (6/45) in Kangal, 
11.11% (5/45) in Hafik, and 14.28% (5/35) in Yildizeli.

There were not statistically significant 
differences (p<0.05) between the prevalence of 
hemoplasmas species, sampling area, gender, and 
age groups.

Table 2. Comparison of canine hemoplasmas among gender, sampling area, and age groups.

Canine hemoplasmas 
species

Gender Sampling Area Age groups
Male Female Sivas City Canter Hafik Yıldızeli Kangal 0-2 3-4 ≥ 5

M. haemocanis 3 5 6 - - 2 4 2 2
Ca. M. haematoparvum 8 5 3 3 4 3 - 7 6
Co-infections 4 4 4 2 1 1 2 4 2

Total 15
(15.15%)

14
(14.73%)

13
(18.84%)

5
(11.11%)

5
(14.28%)

6
(13.33%)

6
(8.95%)

13
(19.40%)

10
(16.66%)

p-value p>0.05 p>0.05 p>0.05

Figure 1. Agarose-gel electrophoresis of Ca. M. haematoparvum (A) and M. haemocanis (B) specific 
polymerase chain reaction. M. Marker, Lane A1. Ca. M. haematoparvum positive control DNA from dog, 
Lane A2. negative control distilled water, Lane A3-A14. Ca. M. haematoparvum positive dog blood samples, 
Lane B1. M. haemocanis positive control DNA dog, Lane B2. negative control distilled water, Lane B3-B12. 
M. haemocanis positive dog blood samples.
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Discussion and Conclusions
Canine hemoplasmas are one of important tick-
borne pathogens. Two hemoplasmas species, M. 
haemocanis and Ca. M. haematoparvum, are known 
to be the pathogens for domestic and wild canine 
species (Messick 2004; Sykes et al. 2004; André et 
al. 2011; Torkan et al. 2014; Baker and Tasker 2016). 
M. haemocanis was reported for the first time in 
1928, while Ca. M. haematoparvum was identified 
in 2004 (Sykes et al. 2004). M. haemocanis and Ca. 
M. haematoparvum have a worldwide distribution 
(Wengi et al. 2008; Novacco et al. 2010; Compton 
et al. 2012; Baker and Tasker 2016; Maggi and 
Krämer 2019; Altay et al. 2020a), however there 
is little data available on the prevalence of these 
pathogens in Turkey (Guo et al. 2017; Aktas and 
Ozubek 2017; Aktas and Ozubek 2018). Sivas is the 
second-largest province and located in the central 
part of Turkey. There are found blood parasites such 
as Theileria, Babesia, Anaplasma, and Dirofilaria 
immitis in animal species like dogs, sheep, and 
cattle in different studies (Altay et al. 2017; Atas 
et al. 2018; Altay et al. 2020b).  However, there 
is a lack of information molecular prevalence of 
canine hemoplasmas. Therefore, this study aimed to 
determine the prevalence of canine hemoplasmas 
in Sivas province using PCR.

There are different techniques to diagnose 
canine hemoplasmas species, but molecular 
identification techniques have been more preferred 
since they are faster and more specific than other 
identification techniques (Messick 2004; Willi et al. 
2010; Torkan et al. 2014; Baker and Tasker 2016). M. 
haemocanis and Ca. M. haematoparvum have been 
detected in different geographical areas such as 
Turkey, Italy, Spain, Portugal, the USA, Sudan, and 
Kyrgyzstan using species-specific PCR (Inokuma et 
al. 2006; Novacco et al. 2010; Compton et al. 2012; 
Aquino et al. 2016; Aktas and Ozubek 2017; Guo et 
al. 2017; Ravagnan et al. 2017; Aktas and Ozubek 
2018; Altay et al. 2020a). A few studies were carried 
out to determine the presence and distribution of 
canine hemoplasma infection in Turkey (Aktas and 
Ozubek 2017; Guo et al. 2017; Aktas and Ozubek 
2018).  These studies revealed that the prevalence 
of canine hemoplasmas was ranging from 15.3 to 
38.3% in dog population in different parts of Turkey 
(Aktas and Ozubek 2017; Guo et al. 2017; Aktas 
and Ozubek 2018). In the present study, the overall 
prevalence was determined as 14.94% (29/194). Our 
result was similar to that of Aktas and Ozubek (2018) 
(15.3%), however the prevalence we found was 
lower than that in Konya %23.95% (Guo et al. 2017) 

and in Diyarbakır 38.3% (Aktas and Ozubek 2017). 
Like other vector-borne diseases, the prevalence of 
canine hemoplasmas might change depending on 
climate conditions in sampling areas, presence and 
distribution of vector species, and dog origin (stray 
or owned) (Baker and Tasker 2016; Guo et al. 2017; 
Aktas and Ozubek 2018; Maggi and Krämer 2019). 
The present study was performed using owned-
dogs while the studies that have higher prevalence 
of canine hemoplasmas in Konya (Guo et al. 2017) 
and in Diyarbakır (Aktas and Ozubek 2017) were 
conducted using stray dog samples. Stray dogs 
are frequently exposed to ectoparasites such as 
ticks and fleas. Therefore, vector-borne pathogens 
may be more prevalent in stray dogs compared to 
owned-dogs. For this reason, we speculate that the 
lower prevalence (14.94%) compared to the ones 
in Diyarbakır (38.3%) and Konya (23.95%) could 
be related to that this study was performed using 
owned-dog blood samples.

In the present study, there were no statistically 
significant differences between the prevalence 
of M. haemocanis and Ca. M. haematoparvum. 
The prevalence of M. haemocanis was detected 
as 8.24% (16/194), while the prevalence of Ca. M. 
haematoparvum was found to be 10.82% (21/194). 
In the previous studies conducted in Turkey, M. 
haemocanis was found more prevalent than Ca. M. 
haematoparvum (Aktas and Ozubek 2017; Aktas 
and Ozubek 2018), however, in this study, Ca. M. 
haematoparvum was found more prevalent than 
M. haemocanis. These findings were similar to the 
studies in France (Kenny et al. 2004), Sudan (Inokuma 
et al. 2006), and the USA (Compton et al. 2012). 
Furthermore, Ca. M. haematoparvum can cause 
human infections (Maggi et al. 2013). Therefore, 
veterinarians and people who have intimate contact 
with dogs should be careful about this pathogen to 
protect their health. 

According to our PCR results, the prevalence 
of canine hemoplasmas was found to be 15.15% 
(15/99) in the male dogs and 14.73% (14/95) in the 
female dogs. There was no significant association 
of canine hemoplasma infection with dog gender. 
This result was similar to the studies performed in 
different countries like France (Kenny et al. 2004), 
Italy (Ravagnan et al. 2017), and Turkey (Aktas and 
Ozubek 2017; Aktas and Ozubek 2018). In the present 
study, we found that the prevalence of canine 
hemoplasmas in the male dogs was slightly higher 
than in the female dogs. This finding may be related 
to that male dogs tend to have more aggressive 
contact with other dogs than female dogs, due to 
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these pathogens also can be transmitted with fresh 
blood (Sasaki et al. 2008; Barker et al. 2010). 

Canine hemoplasmas were found in all age 
groups (Table 2). There was not found statistically 
significant differences between the prevalence 
of different age groups in the present study. This 
result was compatible with the studies conducted 
in different countries like Switzerland (Wengi et al. 
2008), Italy (Ravagnan et al. 2017), Turkey (Aktas 
and Ozubek 2017; Aktas and Ozubek 2018), and 
the USA (Compton et al., 2012). Furthermore, our 
results revealed that the prevalence of canine 
hemoplasmas was more prevalent among the 
older age groups (3-4 years and ≥ 5 years) than 
younger age group (0-2 years) (Table 2). This finding 
could be attributed to that older animals are more 
exposed to ectoparasites (ticks or fleas) compared 
to the younger ones. Due to this, we thought that 
vector-borne pathogens like canine hemoplasmas 
are more prevalent in older animals. Normally, 
canine hemoplasmas should be more prevalent in 
≥5 years’ dogs than 3-4 years, but these pathogens 
were found more prevalent in 3-4 years’ dogs (Table 
2). This result could be related to the successful tick 
control by owners of these dogs that are older than 
5 years old. 

Mycoplasma haemocanis and Ca. M. 
haematoparvum were found in all sampling areas; 
Sivas city canter, Kangal, Hafik, and Yıldızeli, and 
the prevalences were 18.84%, 13.33%, 11.11%, 
and 14.28%, respectively. The difference between 
the sampling areas was not statistically significant. 
This result could be related to that the climate 
conditions of all sampling areas are similar. The 
climate conditions in geographical areas can 
directly affect distribution and abundance of vector 
species, and hence the prevalence of pathogens, 
especially vector-borne pathogens (Wengi et al. 
2008; Novacco et al. 2010; Maggi and Krämer 2019). 
Probably because of that, we did not find statistically 
significant differences between the sampling areas.

In conclusion, vector-borne diseases (VBDs) are 
the main health problem in the world and are threat 
to both animal and human health. M. haemocanis 
and Ca. M. haematoparvum are one of important 
vector-borne diseases for dog populations. 
Moreover, these species also infect humans (Maggi 
et al. 2013). For this reason, determination of these 
pathogens in dog populations is vital to protect both 
animal and human health. To better understand the 
prevalence and the presence of M. haemocanis and 
Ca. M. haematoparvum in Sivas, there need to be 

more comprehensive surveys, including domestic 
and wild canine species. 
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Abstract: Listeria genus is Gram-positive facultative intracellular bacteria that are found in the soil as saprophytes 
but also contain species that have pathogenic effects in their last host. Listeria monocytogenes is the major pathogen 
in Listeria species that is responsible for the majority of Listeriosis cases in humans and animals. In this study, it 
was aimed to investigate L. monocytogenes with histopathological and immunofluorescence (IF) methods in brain 
and liver tissues taken from sheep and cattle with clinical signs of suspicious Listeriosis. In the study, isolation and 
identification of L. monocytogenes with cultural methods were also applied. The material of the study consisted 
of tissue samples from 16 sheep and 2 cattle. As a result of cultural analysis, L. monocytogenes was identified 
from 12 (66.6%) of cases. Within the framework of histopathological and macroscopic findings, 16 (88.8%) of 18 
cases with suspected Listeriosis were positive with the immunofluorescence method. These findings reveal that the 
immunofluorescent staining method is a reliable and sensitive method in the diagnosis of Listeriosis.
Keywords: Cattle, immunofluorescence, listeriosis, sheep

Ruminantların ensefalitik ve septisemik listeriyozisinin 
immunfloresan metodla araştırılması

Özet: Listeria cinsi toprakta saprofit olarak bulunan ancak aynı zamanda son konaklarında patojenik etkilere sahip 
türler içeren Gram-pozitif fakültatif intraselüler bakterilerdir.  Listeria monocytogenes, insanlarda ve hayvanlarda 
Listeriosis vakalarının çoğundan sorumlu olan Listeria türlerindeki başlıca patojendir. Bu çalışmada, Listeriyozis 
şüpheli klinik belirti gösteren koyun ve sığırlardan alınan beyin ve karaciğer dokularında L. monocytogenes’in 
histopatolojik ve immunfloresan metodlarla araştırılması amaçlanmıştır. Çalışmada L. monocytogenes’in kültürel 
yöntemlerle izolasyonu ve identifikasyonu da uygulanmıştır. Çalışmanın materyalini, 16 koyun ve iki sığıra ait doku 
örnekleri oluşturmuştur. Kültürel analiz sonucunda vakaların 12 (%66,6)’sinden L. monocytogenes identifiye edilmiştir. 
Histopatolojik ve makroskobik bulgular çerçevesinde Listeriyozis şüpheli 18 vakanın 16 (%88,8)’sı immunfloresan 
metodla pozitif tespit edilmiştir. Bu bulgular, immunfloresan boyama yönteminin Listeriyozisin teşhisinde güvenilir 
ve hassas bir yöntem olduğunu ortaya koymaktadır.
Anahtar kelimeler: İmmunfloresan, koyun, listeriyozis, sığır

Introduction
Listeria spp. are saprophytic, Gram-positive bacteria 
that are distributed widely in the environment 
(Nightingale et al. 2004; Fairley et al. 2012; Rocha et 
al. 2013). The genus Listeria consists of the currently 
known species L. monocytogenes, L. ivanovii, L. 
seeligeri, L. innocua, L. grayi, and L. welshimeri (Liu 
et al. 2004). Only two of these six species are known 
to be pathogenic: L. monocytogenes and L. ivanovii 
(Oevermann et al. 2010). Especially, L. monocytogenes 
is responsible for about 98% of human and 85% of 
animal cases of listeriosis (Kaur et al. 2010). Listeriosis 

is a sporadic, infrequently seen as an enzootic 
disease of ruminants. This disease causes significant 
economic losses in sheep, cattle, and goats. (Dag et 
al. 2013). Listeriosis is mostly detected in autumn, 
winter, and early spring in temperate and cold 
climates and there is a direct link between poorly 
prepared silage feeding and infection (Wesley 
et al. 2002; Brugère-Picoux 2008). This disease is 
more common in sheep than in cattle (Çeribaşı et 
al. 2013). The most important clinical symptoms 
caused by L. monocytogenes in ruminants are 
briefly as follows: septicemia, meningoencephalitis, 

https://doi.org/10.35864/evmd.748570

https://orcid.org/
https://orcid.org/
https://orcid.org/
https://orcid.org/
https://orcid.org/
https://orcid.org/
https://orcid.org/
https://orcid.org/
https://orcid.org/
https://orcid.org/


34 Karakurt E et al. Investigation of ruminant encephalitic and septicemic listeriosis

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 32, Sayı 1, 2021, 33-39

metritis with abortion (Barkallah et al. 2016; 
Haligur et al. 2019). In encephalitic form; multifocal 
microabscesses, meningoencephalitis, glial nodules, 
perivascular cuffing are the main histopathological 
features (Özyıldız et al. 2018).  Multiple necroses 
and numerous abscess foci in the liver are seen 
in septicemic listeriosis (Low and Donachie 1997). 
Moreover, L. monocytogenes is an important 
foodborne pathogen for humans and poses a major 
problem on public health (Dreyer et al. 2015). Human 
cases are mostly associated with the ingestion of 
contaminated milk and/or milk products (Headley 
et al. 2014).

Definitive diagnosis of listeriosis is based 
on the isolation and identification of the agent 
by bacteriological culture techniques. Some 
alternatives may helpful in diagnosis to detect 
Listeria spp. or erupted antibodies with PCR and 
serological techniques, respectively (Gasanov et al. 
2005). However, all these techniques have some 
drawbacks such as requiring equipped laboratory 
environment and personnel and time-consuming 
and labour-intensive efforts, as well. Thus, a 
simple and reliable technique is always needed in 
the diagnosis of Listeria agents. Immunological 
methods using monoclonal or polyclonal antibodies 
have been demonstrated to give promising results 
for rapid detection of L. monocytogenes in various 
samples (Ralovich 1993). These antibodies labeled 
with the fluorescent compound can identify the 
target antigens on smears prepared from tissues 
when examined with a fluorescence microscope 
which is called a direct immunofluorescence assay 
(Chen et al. 2017). 

In this study, it was aimed to evaluate the samples 
of brain and liver tissue from sheep and cattle with 
encephalitic and septicemic listeriosis associated 
with Listeria monocytogenes by histopathological 
and immunofluorescence methods.

Material and Methods
Animals
Study materials were obtained from adult 16 sheep 
and 2 cattle admitted to The Pathology Department 
and Microbiology Department of Veterinary Faculty, 
Kafkas University, for necropsy. These animals 
had various clinical symptoms, including anorexia, 
depression, unable to stand up, hypersalivation, 
sagging in the lower lip, paralysis in the eyelid, 
abortion, circling movement, opisthotonus, loss of 
coordination, unilateral blindness, amaurosis, and 
torticollis.

Microbiological Analysis
In this study, brain and liver tissues of all animals 
and also kidney and heart samples from one 
sheep (Case No.7) were cultivated in accordance 
with the USDA-FSIS method reported by McClain 
and Lee (1988) with some minor modifications. In 
brief 2.5 g tissue was transferred to 22.5 ml Pre-
Enrichment Broth (Trypticase Soy Broth (Merck 
1.05459) containing 0.6% yeast extract and the 
broth was incubated microaerobically at 30 °C for 
24 hours. At the end of the incubation, 1 ml Pre-
enrichment Broth was transferred into 9 ml Listeria 
Enrichment Broth (UVM formulation) (Oxoid 
CM0863), and the latter was incubated at 30 °C 
at the same conditions. Then, Listeria Selective 
Agar (LSA) (Oxoid, CM0856) was plated with 25 µl 
aliquot of Listeria Enrichment Broth and the plates 
were incubated microaerobically for 24 hours at 
30°C. Initial identification was performed with the 
presence of bright grey-black centered smooth 
colonies on the LSA medium which was considered 
as Listeria spp. Future identification was performed 
through Gram staining characteristics, mobility at 
25°C, catalase and oxidase activities, carbohydrate 
(L-rhamnose, D-mannitol, D-xylose, and α-methyl-
mannosidase) fermentation capabilities, and CAMP 
activities with control strains of Rhodococcus equi 
(ATCC-33701) and Staphylococcus aureus (ATCC-
25923) (FDA, 2015).

Histopathological examination
Tissue samples of brain and liver from 16 sheep and 
two cattle and in addition to these, kidney and heart 
samples from only one sheep (Case No.7) were fixed 
in a 10% neutral buffered formalin solution. After 
routine tissue procedures follow-up, 5 μm thick 
sections were taken from paraffin blocks. In order 
to detect histopathological changes, Hematoxylin 
& Eosin (H&E) stain was applied to the sections. 
Sections were examined under a light microscope 
(Olympus Bx53) and photographed with Cell ^P 
Program (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, 
3,4).

Immunofluorescence staining
Direct immunofluorescence staining protocol was 
carried out to detect L. monocytogenes antigens 
on tissue sections. Briefly, liver, brain, negative and 
positive tissues from cattle and sheep were fixed in 
a 10% neutral buffered formalin solution. Tissues 
were routinely followed by alcohol-xylol follow-
up and taken into paraffin blocks. Sections of 5 
μm taken into poly-L-lysine sections were passed 
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through xylol and alcohol series. Sections were 
treated with antigen retrieval solution at 500 watts 
for 2 x 5 minutes to reveal the antigen in the tissues. 
The tissues washed with PBS were then incubated 
for 10 minutes in 1% Bovine Serum Albumin (BSA) 
and then incubated with L. monocytogenes (LSBio 
Catalog no: LS-C56360) primary antibody for 45 
minutes at 37°C. Then, it was washed with distilled 
water and the sections were covered with 4 6, 
6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) fluorescence 
medium. Results obtained under fluorescence 
microscope were evaluated as negative (-), mild (+), 
moderate (++), and severe (+++).

Results
Microbiological Results
In this study, Listeria spp. were isolated from 12 
(66.6%) animals, one cattle, and 11 sheep (Table 

1). The isolates had some characteristics such as 
the presence of colonies with certain morphology 
on LSA, typical microscopic morphologies (0.4-
0.5 µm wide and 1-2 µm long, non-spore-forming 
Gram-positive bacilli), catalase-positive and oxidase 
negative activities and motility at 25°C. All isolates 
were further identified as L. monocytogenes as the 
result of L-rhamnose and α-methyl-mannosidase 
activities and positive CAMP reaction with S. aureus.

Macroscopical results
In addition to marked congestion in the brain, it was 
detected an increase in opacity and thickening in 
meninges (Figure 1A). In the liver, white foci of pin 
size spread across the entire organ were observed 
(Figure 1B). It was detected nodular structures in the 
heart in only one case (Figure 1C). It did not observe 
any macroscopic findings in kidney tissue (Figure 
1D). 

Figure 1. A: Brain, congestion (thin arrows) and meningeal opacity and thickening (thick arrow),  
B: Liver, white foci of pin size spread across the entire organ (arrows), C: Heart, nodular structures (arrows), 
D: Kidney, there was no macroscopically significant finding (granulomatous case). 

Microscopical results
The findings observed in the histopathological 
examination of brain tissues were briefly as 
follows: extensive coagulative necrosis areas and 
intense neutrophil infiltrations around these areas 
(Figure 2A), meningitis (Figure 2B), microabscesses 
(Figure 2C), perivascular cuffs consisting mainly 
of lymphocytes with histiocytes, plasma cells and 
a small number of neutrophils (Figure 2C), gliosis 
(Figure 2D) (Table 1).

In addition to these findings observed in 
the brain, it was detected areas of necrosis in the 
liver (Figure 3A), perivascular cell infiltrations 
(Figure 3A-B), numerous abscess foci (Figure 3C), 
granulomatous structure (Figure 3D), giant cell 
(Figure 3D), degeneration in hepatocytes (Figure 
3D), hemorrhage and proliferation in the bile ducts. 
It was detected granulomatous structures in the 
kidney and heart in only one case (Figure 4A-B) 
(Table 1).

Figure 2. A: Brainstem, Extensive coagulative necrosis areas and intense neutrophil infiltrations around these 
areas (arrows), H&E, Bar=500 μm B: Brainstem, Meningitis (arrowhead), H&E, Bar=200 μm C: Brainstem, 
Perivascular cuffing (arrows) and microabscess (star), H&E, Bar=100 μm D: Brainstem, Gliosis, H&E, Bar=50 μm.
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Figure 3. A: Liver, Necrosis (N), perivascular cellular infiltration (arrow) and hemorrhage (arrowhead), 
H&E, Bar=200 μm B: Liver, perivascular cellular infiltration (arrow), H&E, Bar=100 μm C: Liver, degenerate 
hepatocytes and microabscess (arrowhead), H&E, Bar=50 μm D: Liver, granuloma, giant cells (arrows), H&E, 
Bar=50 μm.

Figure 6. A-B-C-D: Listeria monocytogenes positivity 
in the cytoplasm of neurons (arrowhead), Brain, IF 
method, 20x.

Discussion
Listeriosis, caused primarily by L. monocytogenes, is 
a common infectious disease reported in countries 
on over six continents and in more than 40 species 
of domesticated and wild animals. However, this 
disease is an important health problem especially 
for ruminants (Langohr et al. 2006). Encephalitic 
listeriosis is observed most in sheep among 
ruminants (Campero et al. 2002). In our study, in 
accordance with the literature data (Campero et al. 
2002), listeriosis positive cases were mostly detected 
in sheep. Generally, Listeriosis is detected more 
often in winter and early spring and is thought to 
be related to poorly prepared silage consumption 
(Al-Dughaym et al. 2001; Wesley et al. 2002). The 

Figure 4. A: Heart, granuloma, H&E, Bar=200 μm 
B: Kidney, granuloma, H&E, Bar=200 μm.

Immunofluorescence staining results
As the result of IF staining, 16 (88.8%) of 18 cases 
with suspected Listeriosis were positive (Table 1). In 
the sections used for control purposes, we observed 
nonspecific fluorescence luminescence only in 
erythrocytes. In IF evaluations, it was detected L. 
monocytogenes antigens diffusely located in the 
cytoplasm of hepatocytes (Figure 5A-B). In the 
brain, it was observed that the antigens were diffuse 
in the cytoplasm of neurons, similar to that in liver 
findings (Figure 6A-D). 

Figure 5. A-B: Listeria monocytogenes positivity in 
the cytoplasm of hepatocytes (arrowhead). Liver, IF 
method, 20x.



Karakurt E et al. Investigation of ruminant encephalitic and septicemic listeriosis 37

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 32, Sayı 1, 2021, 33-39

animals included in our study consisted mostly of 
sheep brought to our department, especially in 
winter, similar to the literature data (Al-Dughaym et 
al. 2001; Campero et al. 2002; Wesley et al. 2002). 
Listeriosis can be evaluated pathologically under 
three main headings. The first of these; infection 
of the pregnant uterus and late-term abortions, 
the second is septicemia characterized by milier 
visceral abscesses (liver, spleen, and other organs) 
and the third is encephalitis (Ortatatlı et al. 2001; 
Nightingale et al. 2004; Headley et al. 2014). The 
clinical manifestations of Listeriosis are a result 
of the lesions in the brain stem and although 
individual cases vary, common symptoms include 
apathy, fever, anorexia, depression, abortion, 
septicemia, conjunctivitis, nystagmus, facial and 
tongue paralysis, dullness, turning or twisting of the 
head to one side and walking in circles (Low and 
Donachie 1997; Dons et al. 2007; Brugère-Picoux 
2008; Çeribaşı et al. 2013). Death occurs 2-3 days 
after the clinical symptoms are observed in sheep. 
This period is longer in cattle (Low and Donachie 
1997). In the animals of our study, consistent with 
the literature (Low and Donachie 1997; Ortatatlı et 
al. 2001; Brugère-Picoux 2008; Çeribaşı et al. 2013), 
clinical symptoms such as anorexia, depression, 
unable to stand up, hypersalivation, sagging in the 
lower lip, paralysis in the eyelid, abortion, circling 
movement, opisthotonus, loss of coordination, 
unilateral blindness, amaurosis, and torticollis were 
observed. 

Macroscopic lesions in listeriosis are generally 
not remarkable (Rocha et al. 2013). However, it is 
known that sometimes the membranes covering 
the medulla oblongata are thickened due to 
greenish gelatinous edema and there are a few mm 
diameter melting areas on the sectional face of the 
medulla oblongata. (Ortatatlı et al. 2001). Significant 
congestion and blurred meningeal edema have also 
been reported (Al-Dughaym et al. 2001; Headley et 
al. 2014; Haligur et al. 2019). Focal hepatic necrosis 
and white nodules are observed in the liver (Low and 
Donachie 1997). Pyogranulomas can be observed 
in lymph nodes, lungs, liver, spleen, and kidneys 
(Dreyer et al. 2015). In our study, similar to previous 
studies (Al-Dughaym et al. 2001; Headley et al. 
2014; Haligur et al. 2019), we found an increase in 
opacity and thickening and significant congestion in 
meninges. We also detected white nodules spread 
over the entire organ surface in the liver, similar to 
that reported by Low and Donachie (1997). In just 
one case, in addition to macroscopic lesions in the 
liver and brain, we encountered nodular areas in the 
heart. Although macroscopic findings in the kidney 

are not remarkable, we observed granulomatous 
structures in the histopathological examination of 
this organ, as reported by Dreyer et al. (2015).

In previous studies, microabscesses (Oevermann 
et al. 2010; Rocha et al. 2013; Henke et al. 2015), foci 
of malacia infiltrated by neutrophils (Johnson et al. 
1995; Al-Dughaym et al. 2001; Ortatatlı et al. 2001; 
Campero et al. 2002), meningoencephalitis (İlhan 
et al. 2012; Headley et al. 2014), perivascular cuffs 
consisting mainly of lymphocytes with histiocytes, 
plasma cells and infrequent neutrophils (Low and 
Donachie 1997; Çeribaşı et al. 2013; Özyıldız et al. 
2018; Haligur et al. 2019), gliosis (Ligios et al. 2004; 
Loeb 2004; İlhan et al. 2012; Özyıldız et al. 2018), 
multiple foci of necrosis of the liver (Brugère-Picoux 
2008) have been observed. Similar to the results of 
these researchers, we observed large areas of necrosis, 
microabscesses, meningoencephalitis, gliosis, and 
perivascular cuffing in the brain. In addition, we 
determined necrosis in the liver, numerous abscess 
foci, and perivascular cell infiltrations, in correlation 
with the findings of some researchers (Low and 
Donachie 1997; Brugère-Picoux 2008). We detected 
granulomatous structures in the kidney and heart in 
only one case similar to the literature data (Dreyer 
et al. 2015).

In the diagnosis of listeriosis, besides 
bacteriological culture techniques, 
immunohistochemical staining, electron microscopy, 
ELISA, and PCR methods are also used. However, 
all these techniques have some disadvantages. 
(Weinstock et al. 1995; Loeb 2004; Kaur et al. 2010; 
Dag et al 2013; Özyıldız et al. 2018). We couldn’t 
find literature data in which the presence of L. 
monocytogenes in adult sheep and cattle was 
evaluated by immunofluorescence staining. There 
are few immunofluorescence studies evaluating the 
brain cells of cattle and embryonic rats (Dramsi et al. 
1998; Henke et al. 2015).

In conclusion, based on histopathological 
and macroscopic findings, 16 of 18 cases in 
which we suspected Listeriosis were positively 
diagnosed by the immunofluorescence method. It 
was thought that the difference between culture 
results and immunofluorescence results is in favor 
of immunofluorescence due to specific binding. 
Within the scope of the results obtained from our 
study, we think that immunofluorescence staining 
is a very reliable and sensitive method in the 
diagnosis of Listeriosis. We believe that the results 
of immunofluorescence staining will contribute to 
the literature in terms of diagnosis of encephalitic 
and septicemic listeriosis in ruminants. 
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Table 1. Comparison of the results of diagnostic tests for all animals.

Case No Species Sample Type Histopathological
Results

Microbiological 
Results

IF
Results

Severity of IF 
Expressions

1 Cattle
Liver N - - -
Brain ME - - -

2 Sheep
Liver N - + ++
Brain ME, MA, N, PC, G - + ++

3 Sheep
Liver N, PCİ, A - + +
Brain E - - -

4 Sheep
Liver N - - -
Brain ME, MA, N, PC, G - + ++

5 Sheep
Liver N - - -
Brain ME, PC - + +

6 Sheep
Liver N - - -
Brain ME - - -

7 Sheep

Liver N + + +++
Brain ME + + +++
Heart GR + - -
Kidney GR + - -

8 Sheep
Liver N, PCİ, A + + +++
Brain ME, MA, N, PC, G + + +++

9 Sheep
Liver N, PCİ, A + + +++
Brain ME, MA, N, PC, G + + +++

10 Sheep
Liver N, PCİ, A + + +++
Brain ME, MA, N, PC, G + + +++

11 Sheep
Liver N, PCİ + + ++
Brain ME, MA, N, PC, G + + ++

12 Sheep
Liver N + - -
Brain ME, PC + + +

13 Sheep
Liver N, PCİ, A + + ++
Brain ME, MA, N, PC, G + + ++

14 Sheep
Liver N, PCİ, A + + +++
Brain ME, MA, N, PC, G + + +++

15 Sheep
Liver N, PCİ, A + + +++
Brain ME, MA, N, PC, G + + +++

16 Cattle
Liver N, PCİ + + +++
Brain ME, MA, N, PC, G + + +++

17 Sheep
Liver N + + ++
Brain ME, MA, N, PC, G + + ++

18 Sheep
Liver N, PCİ, A + + +++
Brain ME, MA, N, PC, G + + +++

Total Number of Positive Cases 12 16

N: Necrosis, ME: Meningoencephalitis, MA: Microabscesses, PC: Perivascular cuffing, G: Gliosis, GR: Granuloma, PCI: Perivascular cell 
infiltrations, A: abscess

Ethic statement: The ethics committee report of this 
study was obtained from Kafkas University Animal 
Experiments Local Ethics Committee (Authorization 
number: KAU-HADYEK-2020/075).

Conflict of Interest Statement: The authors 
declare no conflicts of interest with respect to the 
publication of this manuscript.
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Abstract: Avian mycoplasmas are associated with respiratory disease, synovitis, poor quality of day-old chicks, and 
poor performance. The main approach used for the diagnosis of avian mycoplasmas is isolation and identification of 
the microorganism. Since the Mycoplasma are slow-growing fastidious organisms, conventional methods are time-
consuming, laborious, and require experienced personnel. For this reason, we aimed to develop a rapid detection 
method for Mycoplasma gallisepticum (MG) and Mycoplasma synoviae (MS) by quantitative real-time polymerase 
chain reaction (qPCR). For this purpose, the lipoprotein (lp) and variable lipoprotein hemagglutinin (vlhA) genes 
were used to detect M. gallisepticum and M. synoviae, respectively. The limit of detection (LOD) of the assay was 
determined to be <101 DNA/µl from artificially contaminated swab samples. The specificity and sensitivity ratios 
were detected 100%. Overall, these results indicate that this qPCR method can be accurately used for the detection 
of MG and MS. 
Keywords: Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, qPCR

Mycoplasma gallisepticum ve Mycoplasma synoviae 
teşhisi için real-time PCR yöntemi geliştirilmesi

Özet: Kanatlı mikoplazmaları solunum yolu hastalığı, sinovitis, günlük civcivlerin kalitesizliği ve düşük performans 
ile ilişkilidir. Kanatlı mikoplazmalarının teşhisinde kullanılan temel yaklaşım mikroorganizmanın izolasyonu ve 
identifikasyonudur. Mikoplazma yavaş ve zor üreyen organizmalar olduğundan, konvansiyonel yöntemler zaman 
alıcı, zahmetli ve deneyimli personel gerektirir. Bu nedenle, kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 
(qPCR) ile Mycoplasma gallisepticum (MG) ve Mycoplasma synoviae (MS) için hızlı bir tespit yöntemi geliştirmeyi 
amaçladık. Bu amaçla, sırasıyla lipoprotein (lp) ve değişken lipoprotein hemaglütinin (vlhA) genleri M. gallisepticum 
ve M. synoviae’nın teşhisi için kullanıldı.  Yapay kontaminasyon yapılan svap örneklerinde, geliştirilen metodun 
deteksiyon limiti (LOD) <101 DNA/µl olarak belirlendi. Spesifite ve sensitivite oranları ise %100 olarak tespit edildi. 
Tüm sonuçlar, geliştirilen qPCR metodunun MG ve MS’nın doğru teşhisinde kullanılabilecek bir yöntem olduğunu 
göstermektedir.
Anahtar kelimeler: Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, qPCR

Introduction
Mycoplasma gallisepticum (MG) and Mycoplasma 
synoviae (MS) are the most important avian 
Mycoplasma species worldwide in the poultry 
industry (Raviv et al. 2007). MG causes chronic 
respiratory disease (CRD) of chickens and 
infectious sinusitis in turkeys. It is characterized 
by nasal discharges, conjunctivitis, and couching. 
MG cause also infectious sinusitis in turkeys. MS 
infection is commonly seen as a subclinical upper 
respiratory infection. MS may cause air sac lesions 
when combined with infectious bronchitis (IB) or 
Newcastle disease (ND). It may also cause infectious 
synovitis when becomes systematic (Lockaby et 
al. 1999). MG and MS infections are economically 
important diseases since they cause decreased 
egg production, reduced quality of day-old chicks, 

growth rate, and increased costs of eradication 
procedures (Ley 2003). 

Isolation and identification of Mycoplasma 
species is still considered the “gold standard” method 
for the diagnosis of the diseases (Kleven et al. 1991; 
Nascimento et al. 1991). However, replication of 
Mycoplasma species requires a complex medium 
consisted of serum, 3-5 or longer days, and 2-3 
serial passages at 5 to 7-day intervals (Ley 2003). 
These methods are expensive, time-consuming, and 
laborious. Serological tests including the rapid slide 
agglutination test, the hemagglutination inhibition 
test, and ELISA to detect antibody production are 
used for the diagnosis of avian mycoplasmosis 
(Kleven et al. 1991; Yoder 1991). Polymerase chain 
reaction (PCR) based methods are alternatives for 
the detection of Mycoplasma species. Beside this, 
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the culture of the bacteria is not required for the 
detection by PCR-based methods (Hess et al. 2007; 
Grodio et al. 2008). Detection of Mycoplasma species 
more rapid and highly specific by quantitative PCR 
methods has become the frontline approach (Carli 
and Eyigor 2003; Mekkes and Feberwee 2005; 
Callison et al. 2006; Grodio et al. 2008). 

In this study, a quantitative real-time PCR 
(qPCR) method was developed for the molecular 
detection of MG and MS from poultry samples. The 
developed method was validated by determining 
the PCR efficiency, the limit of detection (LOD), 
and specificity tests. This approach was also aimed 
to screen the presence of MG and MS in poultry 
samples.

Material and Methods
Genomic DNA of Bacterial strains: The genomic 
DNA of M. gallisepticum and M. synoviae strains were 
obtained from the collection of Ankara University 
Faculty of Veterinary Medicine, Department of 
Microbiology.

Bio-Speedy® Universal Real-Time PCR Internal 
Control Kit, Cat No: BS-AMP-501 (Bioeksen R&D 
Technologies Ltd, Turkey) was used to monitor 
the integrity of PCR. For this purpose, 10 µL of the 
internal control template included in the kit was 
added to the DNA extract.
Primers and Probes: Detection of M. gallisepticum 
and M. synoviae was performed using oligonucleotides 
targeting the lipoprotein (lp) and variable lipoprotein 
hemagglutinin (vlhA) genes, respectively. Probes 
were designed using Primer3 (v.0.4.0) software with 
an average length of 18-24 base pairs (bp), 5-8ºC 
higher than the binding temperatures of forward 
and reverse primers determined for the same gene 
region, and GC content not exceeding 60% (in the 
patent submission process).
qPCR assay: The multiplex qPCR assay was 
optimized using Quant Studio-5 Real-Time PCR 
instrument (Applied Biosystems) and the specificity 
of two primer pairs were confirmed via single PCR. 
The PCR was optimized to conditions of 95°C for 
5 min followed by 40 cycles of 95°C for 15 s, 60°C 
for 50 s. Amplification of target genes was observed 
in the FAM and HEX channels for M. gallisepticum/
synoviae and internal control, respectively. 

A total of 10 µL of multiplex qPCR mix consisted 
of 5 µL of Bio-Speedy® Colorless 2X qPCR Mix 
(Bioeksen R&D Technologies Ltd, Turkey), primers 
and probes with different concentrations, 2 µL of 

template nucleic acid to final volume. qPCR reaction 
setup details are given in Table 1.

The results were recorded as negative if there 
was no sigmoidal curve. The results were recorded 
as positive if Cq<37. The analysis was repeated with 
the same nucleic acid extract if Cq≥37, if the result 
was Cq≥37 again, the test was repeated from the 
DNA extraction step.
Table 1. Multiplex qPCR reaction setup details.
Reagent Final Concentration
Colorless 2X qPCR Mix 
(Bio-Speedy®, Cat No: BS-AMP-102) 1X

Oligomix (MG/MS) 500 nmol/L
Probe (MG/MS) 200 nmol/L
Internal Control Oligo Mix 
(Bio-Speedy®, Cat No: BS-AMP-501) 1 µL

Template Nucleic Acid 2 µL
Final Volume 10 µL

PCR Efficiency: Each M. gallisepticum and M. 
synoviae obtained from the collection of Ankara 
University Faculty of Veterinary Medicine, 
Department of Microbiology were used for the PCR 
efficiency tests. 

Nucleic acid samples of M. gallisepticum and M. 
synoviae were diluted to working concentration (200 
ng/µl). A 6-point dilution series of 1/2, 1/4, 1/16, 
1/64, 1/256, and 1/1024 were prepared from DNA 
samples, starting from a concentration of 200 ng/
µL. Each dilution was analyzed in duplicate by qPCR. 
Calibration curves were constructed with the Cq 
values obtained by the PCR test and the logarithm of 
the dilution factors. Compliance with the acceptance 
criteria required for PCR efficiency was evaluated by 
using the equations of the calibration curves.
Specificity: The specificity was tested wet with a 
total of 17 microorganisms genomic DNA extraction 
consisting of Salmonella Liverpool, Salmonella 
Kentucky, Salmonella  Mbandaka, Salmonella 
Agona, Salmonella Virchow, Salmonella Enteritidis, 
Salmonella Infantis, Streptococcus pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa, Mycoplasma iowae, 
Mycoplasma meleagridis, Mycoplasma gallisepticum, 
Mycoplasma synoviae, Pasteurella multocida, 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Avibacterium 
paragallinarum. 

Genomic DNA extraction was performed 
by using Bio-Speedy® Universal Nucleic Acid 
Isolation Kit, Cat No: BS-NA-121, and by adding 
10 µL of the internal control template included in 
the Bio-Speedy® Universal Real-Time PCR Internal 
Control Kit, Cat No: BS-AMP-501 (Bioeksen R&D 
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Technologies Ltd, Turkey). All samples were tested 
in triplicate and the Cq values were observed in the 
related channels.
Limit of detection (LOD): Each M. gallisepticum 
and M. synoviae obtained from the collection of 
Ankara University Faculty of Veterinary Medicine, 
Department of Microbiology were used in LOD 
studies. 

For the LOD studies, a swab matrix was selected. 
6-point dilution series of 1/2, 1/4, 1/16, 1/64, 1/256, 
and 1/1024 of DNA samples were prepared and 
swab samples artificially contaminated with target 
levels. The artificial contamination procedure was 
performed in five replicates for the swab matrix 
and each contamination level. In addition, five 
replicates of negative (uncontaminated) samples 
were prepared for the swab matrix. All samples 

were tested in duplicate by two different analysts 
on different days by qPCR. Positive and negative (no 
template) control were tested in each run. Nuclease-
free water, (DEPC-treated, molecular biology grade, 
CAS 7732-18-5) was used as a template in negative 
control reactions.

Results
PCR Efficiency: The qPCR efficiency of M. 
gallisepticum and M. synoviae was found to be 
98.5% and 98.6%, respectively. The data of the qPCR 
efficiency tests are given in Table 2.
Specificity: The wet tests showed that the kit 
does not cross-react with the other strains of 
the Mycoplasma genus or the strains of other 
microorganisms. In addition, all inclusivity test 
strains were positive by qPCR (Table 3).

Table 2. Data of PCR efficiency tests.

Target Dilution Factor Cq1 Cq2 Cq mean Cq difference [a] 
(between previous dilution)

Mycoplasma 
gallisepticum

1/2 18.32 18.39 18.35 -
1/4 20.23 20.29 20.26 1.91
1/16 22.29 22.33 22.306 2.046
1/64 24.28 24.62 24.445 2.139
1/256 26.67 26.69 26.68 2.235
1/1024 28.62 28.71 28.654 1.974

Mycoplasma synoviae

1/2 18.29 18.30 18.3 -
1/4 20.15 20.37 20.266 1.966
1/16 22.36 22.38 22.39 2.124
1/64 24.32 24.35 24.33 1.94
1/256 26.8 26.85 26.825 2.495
1/1024 28.75 28.78 28.775 1.95

[a] As the DNA is diluted 4-fold in each dilution, the expected Cq difference with the previous dilution is 2.0 when the PCR efficiency is 
100% (4=22).

Table 3. Selectivity test results of multiplex qPCR with MG/MS and other strains.

Species/Strain [a] Source [b] lp vlhA IC
Salmonella enterica subsp. enterica

serovar Enteritidis (1) AUVFM - - +
serovar Kentucky (1) AUVFM - - +
serovar Infantis (1) AUVFM - - +
serovar Mbandaka (1) AUVFM - - +
serovar Virchow (1) AUVFM - - +
serovar Liverpool (1) AUVFM - - +
serovar Agona (1) AUVFM - - +

Streptococcus pneumoniae (1) AUVFM - - +
Escherichia coli (1) AUVFM - - +
Pasteurella multocida (1) AUVFM - - +

Species/Strain [a] Source [b] lp vlhA IC
Salmonella enterica subsp. enterica
Avibacterium paragallinarum (1) AUVFM - - +
Pseudomonas aeruginosa (1) AUVFM - - +
Staphylococcus aureus (1) AUVFM - - +
Mycoplasma gallisepticum (1) AUVFM + - +
Mycoplasma synoviae (1) AUVFM - + +
Mycoplasma iowae (1) AUVFM - - +
Mycoplasma meleagridis (1) AUVFM - - +

[a] The numbers in parentheses indicate the number of strains.
[b] AUVFM refers to Ankara University Faculty of Veterinary 
Medicine Department of Microbiology.
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Limit of detection (LOD): The detection limit of 
the assays was determined to be <101 DNA/µl from 
artificially contaminated swab samples. All negative 
and positive controls tested in the multiplex qPCR 
runs were eligible.

Discussion
The qPCR method developed in this study detecting 
the presence of M. gallisepticum and M. synoviae 
is essential since these bacteria cause loss of 
productivity and economic losses in the poultry 
industry. Although the culture of the Mycoplasma 
species is considered as the gold standard method 
for the detection of avian Mycoplasma species, these 
methods are time-consuming, labour-intensive, and 
fastidious (Kleven et al. 1991; Nascimento et al. 
1991; Mekkes and Feberwee 2005). For this reason, 
PCR-based methods have been replaced culture 
methods for more than a decade (Marois et al. 
2002; Mekkes and Feberwee 2005; Fraga et al. 2013; 
Khalifa et al. 2013; Fujisawa et al. 2019). In this study, 
the development of a rapid, sensitive and effective 
method for the detection of M. gallisepticum and 
M. synoviae from poultry samples was aimed. 
Analysis of the qPCR assay resulted in 100% identity 
for the primer and probe sequences targeting M. 
gallisepticum and M. synoviae. 

Since the 16S ribosomal DNA (rDNA) gene 
sequences are highly conserved within the bacteria, 
for the diagnosis of MG and MS by PCR methods, 
the 16S rRNA gene was targeted in the early 1990s 
(Lauerman 1998). However, PCR assays targeted 16S 
rDNA gene might cross-react with other bacterial 
species and cause false-negative results (Kempf 
1998). Because of this reason we choose PCR 
primers based on the lp gene and vlhA gene for 
detection of MG and MS, respectively (Nascimento 
et al. 1991; Noormohammadi et al. 2000; Bencina et 
al. 2001; Carli and Eyigor 2003). The mgc2 gene of 
MG and the vlhA gene of MS are widely used for the 
detection of avian Mycoplasma species according 
to World Organization or Animal Health (OIE). The 
PCR method targeted to the MG lp gene was first 
described by Nascimento et al. (Nascimento et al. 
1991). The lp gene was investigated with the gapA 
gene together by nested PCR method by Nascimento 
et al. Carli and Eyigor (2003) first described the 
method for the detection of MG in chicken tracheal 
samples by using qPCR and DNA melting curve 
analysis. One advantage of the developed method 
in this study is that targeted the lp gene is a single 
PCR method. For the detection of MS, the vlhA gene 

is already recommended in several studies (Hong et 
al. 2004; Moscoso et al. 2004; Ghaniei 2016; Fujisawa 
et al. 2019; Felice et al. 2020). 

The detection limit of the assay in this study was 
found < 101 DNA/µl from artificially contaminated 
swab samples. Other studies reported the detection 
limits in colony-forming units (CFU) and color 
changing-units (CCU). Carli and Eyigor (2003) 
reported the value of the LOD assay as 3000 CFU/
ml-1 for MG. Hong et al. (2004) determined the 
LOD of the vlha PCR assay as 4.7×102 CCU/ml. In 
this context, a direct comparison of detection limits 
between the studies cannot be made. 

The data presented in this study indicate that 
this qPCR procedure based on the vlhA and lp 
genes of M. synoviae and M. gallisepticum has the 
favorable sensitivity and specificity required to be 
useful as a diagnostic PCR. Beside this, the cost of 
qPCR can be reduced by pooling samples (Khalifa 
et al. 2013). At present, this developed method has 
been used in Turkey for the detection of MG and MS 
in some commercial poultry flocks. 
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Özet: Pestiviruslar, konak genişlikleri, multisistemik hastalık tablosuna ve yüksek ekonomik kayıplara yol açmaları 
nedeniyle çiftlik hayvanlarının en önemli viral patojenleri arasında yer almaktadır. Pestiviruslar konakçı spesifik olma-
dıkları gibi tanımlanmış tüm pestiviruslar sığır, koyun, keçi, alpaka, geyik ve domuzlarda çoğalabilmektedir. Persiste 
bovine viral diarrhoea virus (BVDV) ve border disease virus (BDV) enfeksiyonları keçilerde nadir olarak bildirilmesine 
karşın, akut enfeksiyon modeli şeklinde gebe keçilerde abortlar ve oğlaklarda merkezi sinir sistemi bulguları ile ka-
rakterize olgular rapor edilmiştir. Bu araştırmada, Akdeniz bölgesinin doğusunda yer alan 3 ildeki (Kahramanmaraş, 
Hatay ve Osmaniye) keçi popülasyonunda pestivirus enfeksiyonunun seroprevalansının değerlendirilmesi amaçlan-
mıştır. Bu amaçla farklı ırk keçilerden alınan 461 kan serumu örneği kullanıldı ve ELISA ile antikor varlığı araştırıldı. 
Örneklenen keçi popülasyonundaki toplam seroprevalansın %16,7 (77/461) olduğu saptandı. Ayrıca ırklar arasındaki 
seropozitiflik istatistiksel olarak anlamlı bulundu. 
Sonuç olarak, bu araştırmada Türkiye’nin Doğu Akdeniz alanında örnekleme yapılan Kahramanmaraş, Osmaniye ve 
Hatay illerindeki farklı ırklardan keçi sürülerinde pestivirus sirkülasyonu gösterilmiştir.
Anahtar kelimeler: Antikor, Doğu Akdeniz, ELISA, keçi, pestivirus.

Seroprevalance of pestivirus infections in dairy goat 
farms in Eastern Mediterranean, Turkey

Abstract: Pestiviruses are among the most important viral pathogens of livestock due to their host size, multisys-
temic disease and high economic losses. Pestiviruses are not host specific, and all identified pestiviruses can repro-
duce in cattle, sheep, goats, alpaca, deer and pigs. Although persistent bovine viral diarrhoea virus (BVDV) and bor-
der disease virus (BDV) infections are rarely reported in goats, cases characterized by abortions in pregnant goats 
and central nervous system findings in goats have been reported as an acute infection model. In this study, it was 
aimed to evaluate the seroprevalence of pestivirus infection in the goat population in 3 provinces (Kahramanmaraş, 
Hatay and Osmaniye) located in the east of the Mediterranean region. For this purpose, 461 blood serum samples 
were used taken from different breed goats and the presence of antibodies was investigated by ELISA. The total 
seroprevalence in the sampled goat population was found to be 16.7% (77/461). In addition, seropositivity between 
races was found to be statistically significant. In conclusion, this study conducted sampling in the Eastern Mediter-
ranean area of Turkey Kahramanmaras, Osmaniye and pestivirus circulation in a lot of different races in the province 
of Hatay shown goats.
Keywords: Antibody, Eastern Mediterranean, ELISA, goat, pestivirus.

Giriş
Pestiviruslar, konak genişlikleri, multisistemik has-
talık tablosuna ve yüksek ekonomik kayıplara yol 
açmaları nedeniyle çiftlik hayvanlarının en önem-
li viral patojenleri arasında yer almaktadır (Baker 
1995; Cirone ve ark. 2018). Sığırlardaki bovine viral 
diarrhoea virus (BVDV1; BVDV2; HoBi-like: BVDV3), 
domuzlardaki klasik domuz vebası virusu,  koyun ve 
keçilerdeki border disease virusları (BDV1-7); RNA 
genomuna sahip Flaviviridae ailesinin  Pestivirus 
cinsi içinde sınıflandırılmıştır (ICTV 2020). Pestivi-

ruslar konakçı spesifik olmadıkları gibi tanımlanmış 
tüm pestiviruslar sığır, koyun, keçi, alpaka, geyik ve 
domuzlarda çoğalabilmektedir (Terpstra ve Wensvo-
ort 1997; Carman ve ark. 2005; Nelson ve ark. 2008; 
Broaddus ve ark. 2009; Oğuzoğlu ve ark. 2009). Per-
siste BVDV ve BDV enfeksiyonları keçilerde nadir 
olarak bildirilmesine karşın, akut enfeksiyon modeli 
şeklinde gebe keçilerde abortlar ve oğlaklarda mer-
kezi sinir sistemi bulguları ile karakterize olgular ra-
por edilmiştir (Broaddus ve ark. 2009; Abdel-Latif ve 
ark. 2013; Schweizer ve Peterhans 2014). 
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Pestivirus enfeksiyonlarıyla mücadele program-
ları, sürüdeki aktif enfeksiyonların izlenmesi, persis-
te enfekte hayvanların sürüden çıkarılması, aşılama, 
sürveyans ve biyogüvenlik önlemlerini içermektedir 
(Houe ve ark. 2006; Newcomer ve ark. 2017). Bu 
amaçla, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve anti-
jen ELISA gibi virolojik yöntemler tanıda başarılı bir 
şekilde kullanılmasına rağmen bu metodların klinik 
örneklerde virus varlığını gerektirmesi gibi dezavan-
tajları vardır. Keçilerde persiste enfeksiyonun nadir 
olması ve kısa süreli akut enfeksiyonlarla daha sık 
karşılaşılması nedeniyle özellikle geniş zaman dili-
mindeki epidemiyolojik verilerin değerlendirilebil-
mesi ve mücadele programlarının ortaya konulma-
sında serolojik araştırmalar daha uygun bir yaklaşım 
olarak önerilmektedir (Schweizer ve Peterhans 2014; 
Cirone ve ark. 2018). Türkiye’de sığır ve koyunlarda 
pestivirus enfeksiyonlarına karşı çok sayıda seroepi-
demiyolojik araştırma bulunmasına rağmen (Burgu 
ve ark. 1984; Çabalar ve Karaoğlu 1999; Burgu ve 
ark. 2003; Yıldırım ve Burgu 2005; Okur-Gümüşova 
ve ark. 2006; Tan ve ark. 2006; Gür 2009; Azkur ve 
ark. 2011; Yıldırım ve ark. 2011; Yılmaz 2016), keçi-
lerde sınırlı sayıdadır (Ataseven ve ark. 2006; Gür ve 
ark. 2009; Ural ve Erol 2017; Alpay ve ark. 2018). 

Bu araştırmada, Türkiye’de dondurma, peynir ve 
tuzlu yoğurt gibi geleneksel gastronomi kültüründe 
önemli yeri olan keçi sütü üretiminin yoğun olarak 
yapıldığı Akdeniz bölgesinin doğusunda yer alan 
3 ildeki (Kahramanmaraş, Hatay ve Osmaniye) keçi 
popülasyonunda pestivirus enfeksiyonunun serop-
revalansının belirlenmesi amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem
Serum Örnekleri
Araştırma, 2017-2019 yılları arasında Doğu Akdeniz 
bölgesinde Kahramanmaraş’ta Saanen ırkı, Osmani-
ye’de Kıl keçisi ve Saanen ırkı, Hatay’da küçük ölçekli 
Halep (Damascus) ırkı keçi yetiştiriciliğinin yapıldığı 
10 süt keçisi işletmesinden bir yaş üzeri ve söz konu-
su enfekiyona karşı aşısız, toplam 461 sağlıklı görü-

nümlü keçiden laboratuvara gönderilen kan serumu 
örneklerinde gerçekleştirildi (Tablo 1). 

Kahramanmaraş’taki 1 nolu işletme dışında di-
ğer işletmeler dışardan nadiren hayvan girişi olan ve 
mera yayılımı yapılan küçük ölçekli aile işletmeleriy-
di. Kahramanmaraş’taki 1 nolu işletme ise aralıklarla 
Türkiye’nin farklı yerlerinden hayvan girişlerinin ol-
duğu büyük ölçekli ticari bir işletmeydi. Bu işletme-
deki hayvanların %25’i, küçük işletmelerdeki keçile-
rin ise tamamı örneklendi.

İndirek ELISA
Çalışmada, pestivirus anti-NS2-3 antikorlarının tes-
piti için ticari bir BVDV/BDV p80 antikor ELISA kiti 
(CIVTEST Bovis, Hipra Lab., İspanya) kullanıldı. Test 
üretici firmanın önerileri doğrultusunda serumlar 
1/10 oranında sulandırılarak gerçekleştirildi. Tüm 
sonuçlar ELISA okuyucu (Mindray MR-96A, Alman-
ya) kullanılarak spektrofotometrik olarak 450 nm 
absorbans dalga boyunda değerlendirildi.

İstatistik
Tanımlayıcı istatistikler frekans ve yüzde şeklinde 
gösterildi. Irklara göre serolojik durumun değişimi 
Pearson Ki-Kare Testi ile değerlendirildi. İstatistiksel 
anlamlılık sınırı p<0,05 olarak kabul edildi. İstatistik-
sel analizler Stata/SE 15.1 paket programı kullanıla-
rak yapıldı.

Bulgular
Bu araştırmada, örneklenen keçi popülasyonunda 
pestivirus enfeksiyonunun seroprevalansının %16,7 
(77/461) olduğu saptandı (Tablo 1).

İllere göre toplam pestivirus seropozitiflik düze-
yi yüksekten düşüğe sırasıyla Hatay (%25,3), Kahra-
manmaraş (%16,8) ve Osmaniye’de (%6,8) belirlendi 
(Tablo 1). Ayrıca her ildeki işletmelere göre seropozi-
tiflik oranları Hatay’da %3,3-62,5; Kahramanmaraş’ta 
%2,1-20,1 ve Osmaniye’de %2,2-11,4, arasında dağı-
lım gösterdiği tespit edildi (Tablo 2).

Tablo 1. İllere göre örneklenen hayvan sayıları ve pestivirus enfeksiyonu seropozitiflik oranları.

İller Hatay 
n:150

Kahramanmaraş 
n:179 

Osmaniye 
n:132 

Toplam 
n:461

Seropozitivite
% (n)

Antikor (+) Antikor (+) Antikor (+) Antikor (+) Antikor (-)
25,3 

(38/150)
16,8 

(30/179)
6,8 

(9/132)
16,7 

(77/461)
83,3 

(384/461)
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Tablo 2. İllere ve işletmelere göre örneklenen hayvan sayıları ve pestivirus enfeksiyonu seropozitiflik oranları.
İşletme No. 1 2 3 4 5

Antikor (+)
% (n)

Antikor (+)
% (n)

Antikor (+)
% (n)

Antikor (+)
% (n)

Antikor (+)
% (n)

Hatay 
(Toplam n: 150)

62,5
(20/32)

35
(7/20)

13,3 
(4/30)

15,8 
(6/38)

3,3
(1/30)

Osmaniye
(Toplam n:132)

11,4 
(5/44)

2,2
(1/45)

7,0
(3/43)

Kahramanmaraş 
(Toplam n:179)

20,1 
(29/144)

2,1 
(1/47)

Irklara göre elde edilen seropozitiflik oranı is-
tatistiksel olarak anlamlı bulundu (p=0,004). Pesti-
virusunun Damascus ırkında serolojik olarak pozitif 
görülme oranı (%25,3), Saanen ve Kıl keçilerinde po-
zitif görülme oranlarından (sırasıyla %12,7 ve %11,4) 
daha yüksek olduğu gözlendi (Tablo 3).

Tablo 3. Irklara göre pestivirus enfeksiyonu seropozitifliğinin 
istatistiki değerlendirmesi.

n (%)
  Pozitif Negatif Toplam p

Damascus 38 (%25,3) 112 (%74,7) 150

0,004Saanen 34 (%12,7) 233 (%87,3) 267
Kıl Keçisi 5 (%11,4) 39 (%88,6) 44
Toplam 77 (%16,7) 384 (%83,3) 461

Tartışma ve Sonuç
İki bin on dokuz yılı TÜİK verilerine göre Türkiye’de 
toplam süt üretiminin yaklaşık %2,5’ini karşılayan 12 
milyonu aşan bir keçi popülasyonu bulunmaktadır 
(ESK 2019; TÜİK 2020). Türkiye’de keçi yetiştiriciliği 
işletmeleri genelde küçük ölçekli olarak yürütülme-
sine rağmen ekonomik, ekolojik ve sosyolojik ola-
rak göz ardı edilemeyecek bir konumdadır (Günlü 
ve Alaşahan 2010). Diğer tüm ruminantlarda olduğu 
gibi bovine herpesvirus-1 (BoHV-1) ve parainfluen-
zavirus-3 (PIV-3) viral enfeksiyonlarına duyarlı oldu-
ğu bildirilen keçilerde pestiviruslar da postnatal veya 
konjenital enfeksiyonlar neticesinde ağır ekonomik 
kayıplara yol açtıkları için yetiştiricilik yönünden 
önem taşımaktadır (Ataseven ve ark. 2006; Ataseven 
ve ark. 2010; Cirone ve ark. 2018). Ayrıca, sığırlar ve 
küçük ruminantlar arasında çapraz bulaşmanın var-
lığı ve enfeksiyonun akut ya da persiste enfekte hay-
vanlarda asemptomatik görülebilmesinden dolayı 
etkili bir pestivirus kontrol programının başarılı ola-
bilmesi için eradikasyon/eliminasyon programların-
da yer alan sörveyans uygulanmalarına küçük rumi-
nantların da eklenmesi gerektiği bildirilmiştir (Baker 
1995; Broaddus ve ark. 2009; Cirone ve ark. 2018). 

Dünyada farklı ırklardan keçi populasyonlarında 
yapılan çalışmalarda pestivirus seropozitifliği %1,5-
31,3 oranları arasında belirlenmiştir (Krametter-Frö-
tscher ve ark. 2006; Oem ve ark. 2012; Ali ve ark. 
2013; Cirone ve ark. 2018). Türkiye’de koyunlarda 
%90,27 oranında dünyadaki en yüksek antikor pre-
valansı rapor edilmesine karşın (Ozan ve ark. 2012), 
keçilerde %3,17-78,8 arasında değişen seropreva-
lans oranları bildirilmiştir (Ataseven ve ark. 2006; Gür 
ve ark. 2009; Ural ve Erol 2017; Alpay ve ark. 2018). 
Bu araştırmada, örneklenen keçi populasyonundaki 
toplam seroprevalansın %16,7 (77/461) olduğu sap-
tandı (Tablo 1). 

Türkiye’de keçilerde bildirilen seropozitiflik 
oranları, enfeksiyonun ülkemizdeki yaygınlığının sı-
ğır ve koyunlara nazaran daha düşük düzeyde ol-
duğunu göstermektedir.  Ayrıca, persiste enfeksiyon 
prevalansının çok düşük olduğu keçiler pestivirus-
lar için etkili bir konak olarak tanımlanmamaktadır 
(Broaddus ve ark. 2009; Cirone ve ark. 2018). 

Araştırmanın yürütüldüğü bölgedeki illere göre 
de pestivirus enfeksiyonu seropozitifliğinin %6,8-
25,3 oranları arasında olduğu tespit edildi (Tablo 1). 
Örnekleme yapılan illerde işletmelere göre seropo-
zitiflik oranları Hatay’da %3,3-62,5, Kahramanma-
raş’ta %2,1-20,1 ve Osmaniye’de %2,2-11,4 arasında 
dağılım gösterdiği belirlendi (Tablo 2). 

Keçilerdeki seroprevalans oranlarının; örnekle-
me zamanı, örneklenen hayvanların yaşı ve sayısı, 
bireysel ve genetik farklılıklar, aynı işletmede sığır-
larla birlikte yetiştirme, ortak mera kullanımı ve ba-
kım-besleme özellikleri, çiftlik yapısı gibi faktörler-
den etkilenebileceği, ayrıca keçilerde pestivirus en-
feksiyonlarının yavaş yayılımının da düşük prevalans 
oranlarıyla ilişkili olabileceği belirtilmiştir (Cirone ve 
ark. 2018). Bu araştırmada, örneklenen işletmelerde 
sadece keçi yetiştirildiği için sığır veya koyunlardan 
direk temasla pestivirus bulaşma ihtimali söz konu-
su değildir. Ancak Hatay ve Osmaniye’deki küçük öl-
çekli işletmelerdeki seropozitifliğin ortak mera kul-
lanımından kaynaklı olabileceği düşünülmektedir. 
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Kahramanmaraş’ta 1 nolu işletmedeki antikor pre-
valansı ise yoğun hayvan girişinden kaynaklı olabilir. 

Birçok viral ve bakteriyel hastalıkta ırk predispo-
zisyonu olduğu belirtilmektedir (Azkur ve ark. 2011; 
Yaman ve ark. 2019; Taşkaya ve Kale 2020). Türki-
ye’de pestivirus yönünden koyunlarda ırk yatkınlığı 
ile ilgili bildirimler (Azkur ve ark. 2011) bulunmasına 
rağmen keçilerde bu konuyla ilgili yapılan çalışmaya 
rastlanılmamıştır. Yaptığımız bu araştırmada ırkla-
ra göre elde edilen seropozitiflik oranı istatistiksel 
olarak anlamlı bulundu (p=0,004). Pestivirusunun 
Damascus ırkında serolojik olarak pozitif görülme 
oranı (%25,3), Saanen ve Kıl keçilerinde seropozi-
tif görülme oranlarından (sırasıyla %12,7 ve %11,4) 
daha yüksek olduğu gözlendi (Tablo 3). 

Bu verilere göre keçi işletmelerinde; hayvan 
sağlığı, coğrafi koşullar ve ekonomik veriler de göz 
önünde bulundurularak ırk seleksiyonu yapılması ile 
söz konusu bu hastalığın sürülerde sirkülasyonunun 
azaltılabileceği böylece koruma ve kontrol önlem-
lerine de fayda sağlayabileceği düşünüldü. Özellik-
le bu hastalığa daha az duyarlı Saanen ve Kıl keçisi 
yetiştiriciliğinin desteklenmesi önerilebilir. Ancak ırk 
duyarlılıkları ile ilgili daha geniş kapsamlı çalışmala-
rın yanı sıra deneysel çalışmaların da yapılması ge-
rekmektedir.

Sonuç olarak, bu araştırmada Türkiye’nin Doğu 
Akdeniz bölgesinde örnekleme yapılan Kahraman-
maraş, Osmaniye ve Hatay illerindeki farklı ırklardan 
keçi sürülerinde pestivirus sirkülasyonu gösterilmiş-
tir. Türler arası çapraz bulaşma ve persistens gibi 
epidemiyolojik özellikleri ve keçilerde BDV enfek-
siyonuna karşı ticari BVDV aşılarıyla düşük düzeyli 
korunma sağlanabilmesi keçi yetiştiriciliği işletme-
lerinde pestivirus sirkülasyonunun azaltılması için 
etkili kontrol önlemlerinin uygulanmasını gerektir-
mektedir. Ayrıca ırk duyarlılıkları ile ilgili daha geniş 
kapsamlı ve deneysel çalışmalara da ihtiyaç duyul-
maktadır.

Deney hayvanları kullanımı etik kurulu ve diğer 
etik kurul kararları ve izinler: Bu çalışma için De-
ney Havanları Etik kurulu iznine gerek yoktur.

Teşekkür: Bu çalışmanın istatistiksel analizlerinin 
yapılmasında emeği geçen Hatay Mustafa Kemal 
Üniversitesi Veteriner Fakültesi Biyoistatistik Anabi-
lim Dalı öğretim elemanı Araş. Gör. Dr. Kadriye Pınar 
AMBARCIOĞLU’na teşekkür ederiz.
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Özet: Süt, yaşamın her evresinde önemli bir besin kaynağıdır. Sütün bileşimi, kalıtımsal, fizyolojik ve çevresel faktör-
ler ile yetiştirme koşullarına bağlı olarak büyük ölçüde değişir. Günümüzde endüstrideki hızlı gelişmeye bağlı olarak 
ortaya çıkan çevre kirliliğinin olumsuz etkilerinden birisi de insan ve hayvanların ağır metallere maruz kalmasıdır. 
Sütün kontaminasyonu, insan ve hayvan sağlığı için tehdit oluşturmaktadır. Bu olası etkileri değerlendirmek ama-
cıyla Marmara, Karadeniz, İç Anadolu, Doğu Anadolu, Akdeniz ve Ege bölgelerinden, 2007 yılında üçer aylık dört 
dönemde temin edilen numunelerde, sütün yapısında bulunan demir (Fe), bakır (Cu), çinko (Zn) yanında sütte bulun-
ması muhtemel kurşun (Pb) ve kadmiyum (Cd) düzeyleri yönünden analizler yapıldı. Pb ve Cd analizleri Grafit Fırınlı 
Atomik Absorbsiyon Spektrometre (GF-AAS), Fe, Cu ve Zn analizleri ise Alevli Atomik Absorbsiyon Spektrometre 
(A-AAS) ile gerçekleştirildi. Pb yönünden örneklerin 10’unun (%8,3) maksimum kalıntı limitlerini aştığı, ancak genel 
ortalamanın bu değerin altında olduğu görüldü. Cd, Cu, Fe, ve Zn yönünden normal sınırlar içerisinde olduğu ve 
insan sağlığı yönünden risk oluşturacak düzeyde olmadığı tespit edildi.
Anahtar kelimeler: Ağır metal, Atomik absorpsiyon spektrometre, süt, Türkiye

Some metal levels in milk samples which were 
collected from different regions of Turkey

Abstract: Milk is an important food source in every stage of life. The composition of milk varies greatly depending 
on the animal-source, hereditary, physiological and environmental factors and the husbandry conditions. Today, 
one of the negative effects of environmental pollution, which occurs due to the rapid development in industry, 
is the exposure of humans and animals to heavy metals. Milk contamination poses a threat to human and animal 
health. In order to assess these potential effects iron (Fe), copper (Cu) and zinc (Zn), which are generally found in 
the composition of the milk as well as possibly found lead (Pb) and cadmium (Cd) levels were analyzed in samples 
obtained from Marmara, Black Sea, Central Anatolia, Eastern Anatolia, Mediterranean and Aegean regions for four 
quarterly periods in 2007. Pb and Cd analyzes were performed with Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrom-
eter (GF-AAS) and Fe, Cu and Zn analyzes were performed with Flamed Atomic Absorption Spectrometer (F-AAS). 
It was seen that 10 (8.3%) of the samples exceeded the maximum residue limits in terms of Pb, but the average was 
below this value. Cd, Cu, Fe, and Zn were found to be within normal limits and not to pose a risk for human health.
Keywords: Atomic absorption spectrometer, heavy metal, milk, Turkey

Giriş
Süt, geniş anlamda bütün memeli hayvanların yav-
rulamalarından sonra meme bezlerinde oluşturduk-
ları biyolojik salgı olarak tanımlanır (Tekinşen 2000). 
Çiğ süt ise, bir veya daha fazla inek, keçi, koyun veya 
mandanın sağılmasıyla elde edilen, 400C’nin üzerin-
de ısıtılmamış veya eşdeğer etkiye sahip herhangi 
bir işlem görmemiş kolostrum dışındaki meme bezi 
salgısıdır (Anon 2011a).

Sütün bileşimi ve elementer içeriği, önemli öl-
çüde farklılık gösterir. Değişimler başlıca, ineğin 
fizyolojisi (laktasyon dönemi, gebelik, yaş, meme 
sağlığı) ile kalıtım ve çevre faktörlerine, bir ölçüde 

de sağım sırası, arası ve sonrası işlemlere bağlıdır 
(Tekinşen 2000).

Süt ve süt ürünleri beslenme açısından, oldukça 
önemli bir besin grubu olup, yaşamlarının her ev-
resinde insanlar için gereklidir. Bu durumun temel 
sebebi; süt ve süt ürünlerinin çeşitli besin öğeleri 
açısından iyi bir kaynak olmalarıdır. 

Günümüzde endüstrideki hızlı gelişmeye bağlı 
olarak ortaya çıkan çevre kirliliğinin olumsuz etki-
lerinden birisi de insan ve hayvanların solunum ve 
beslenme yoluyla ağır metallere maruz kalmasıdır. 
Her çevre sorununun kökeninde hava, su ve top-
raktan en az birinin doğal bileşiminin bozularak 
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kirlenmesi yatmaktadır. Özgül ağırlıkları 5 g ve bu 
değerin üzerinde olan metaller, ağır metal olarak ni-
telenmekte (Ag, As, Cd, Cu, Fe, Hg, Ni, Pb, Zn gibi) 
ve bunların çok yönlü zararlara neden oldukları bi-
linmektedir (Algan 2002; Özrenk 2002).

Canlı organizmada çeşitli biyokimyasal işlevlere 
sahip olan ve gıdalar aracılığıyla alınan demir (Fe), 
çinko (Zn) ve bakır (Cu) gibi elementler insan vücudu 
için gereklidir. Bununla birlikte tavsiye edilen miktar 
üzerindeki seviyeleri toksik hale gelebilir. Organiz-
ma için gerekli olmayan Kadmiyum (Cd) ve kurşun 
(Pb) gibi ağır metallerin ise bilinen biyolojik bir rolü 
yoktur, çok düşük konsantrasyonlarda toksik etkilere 
neden olabilir. Bu nedenle, gıdalar aracılığıyla ağır 
metallere maruziyet, insan sağlığına tehdit oluştur-
maktadır. Dekompozisyon için uygun olmamaları, 
parçalanmamaları, yaşam boyu maruziyet ve gıda 
zinciri aracılığıyla yüksek seviyede birikmeleri, ağır 
metalleri diğer bulaşanlardan ayırır (Boudebbouz 
2021).

Vücuda alınan kurşun, öncelikle hemoglobin 
sentezini ALA-D (delta- aminolevülinik asit dehid-
raz) ve hem sentetaz enzimlerini inhibe ederek iki 
aşamada bloke eder. Anemiye sebep olur. Kurşun 
doğrudan alyuvarlarda parçalanmaya yol açar (Kaya 
ve Akar, 1998). 

Kurşunun en önemli toksik zararlarından birisi 
de merkezi sinir sistemi üzerine olan etkisidir. Etki-
lenme nedeniyle özellikle çocuklarda zihinsel hasar-
lar, öğrenme yeteneğinde azalma ve davranış bo-
zuklukları görülebilir (Özrenk 2002).

FAO/ WHO uzmanlar komitesi (JECFA) geçici 
tolere edilebilir haftalık alım miktarını 25 mg/L vü-
cut ağırlığı olarak belirlemiştir. Kodeks Alimentarius 
Komisyonu (CAC) tarafından tavsiye edilen haftalık 
sınır ise, 0,05 mg/L vücut ağırlığıdır. Değişik anali-
tik veriler dikkate alındığında sütteki normal kurşun 
miktarlarının 0.01–0.05 mg/L arasında değiştiği ifa-
de edilebilir. Günde 1 litre ortalama seviyede kurşun 
içeren süt tüketildiğinde (ve / veya denk miktarda 
süt ürünleri), tolere edilebilir kurşun alınımında sü-
tün etkisi %1’den az olmaktadır. 1881/2006 EC sayı-
lı Avrupa Birliği Komisyon Tüzüğü çiğ süt için 0.02 
mg/L düzeyinde sınırlama getirmiştir (Anon 2006).

Kadmiyum, endüstriyel kullanımı yaygın kanse-
rojen, toksik bir elementtir. Uzun yarı ömrü (15-30 
yıl) ve insan sağlığı üzerinde teratojenik, kansero-
jenik, hepatotoksik, nefrotoksik, iskelet ve üreme 
sistemlerine çok yönlü zararlı etkileri nedeniyle en 
toksik endüstriyel ve çevresel ağır metallerden biri 
kabul edilmektedir (Boudebbouz 2021).

JECFA insanların her kg ağırlığı başına haftalık 
0.007 mg/L kadmiyum almasına tolerans tanınmış-
tır. Öte yandan bazı özel yiyeceklerin alımı ile (örne-
ğin böbrek ve keten tohumu) önerilen değerlerden 
daha fazla kadmiyum alınabildiği yapılan bir takım 
çalışmalarda gösterilmiştir. İnek sütünün kadmiyum 
içeriği 0,0002 mg/L ile 0,0008 mg/L (ortalama 0.0005 
mg/L) arasında bulunmaktadır. Bazı ülkeler süt için 
Tablo 1’de belirtilen kendi kabul edilebilir değerlerini 
tespit etmiştir (Kınık ve ark. 2001). 

Tablo 1. Bazı ülkelerdeki sütte kabul edilebilir kadmiyum dü-
zeyleri
Ülke Miktar (mg/kg)
Almanya 0.005
Danimarka 0.01
Hollanda 0.005
Avustralya 0.05
Slovakya 0.01

Demir, Bakır ve Çinko toksikolojik etkilerinden 
ziyade, lipid oksidasyonu nedeniyle süt ve süt ürün-
lerinin tat ve aromasını olumsuz yönde etkilemek-
tedir.

Bu çalışma, Türkiye’nin farklı bölgelerinden te-
min edilen çiğ inek sütlerinde Fe, Cu, Zn, Pb ve Cd 
düzeylerinin belirlenmesi amacıyla gerçekleştirilmiş-
tir. Bu kapsamda, Marmara, Karadeniz, İç Anadolu, 
Doğu Anadolu, Akdeniz ve Ege bölgelerinden ör-
nekler alınmış, metal içerikleri uygun analitik metot-
larla tespit edilerek özellikle mevsimsel değişiklikler 
literatür bilgileri ile karşılaştırılarak değerlendirilmiş-
tir.

Gereç ve Yöntem
Bu çalışmada, Türkiye’nin 6 farklı bölgesinden (Mar-
mara, Karadeniz, İç Anadolu, Doğu Anadolu, Akde-
niz ve Ege) 3’er aylık periyotlarla, 4 dönemde temin 
edilen çiğ inek sütlerinde kurşun, kadmiyum, demir, 
bakır ve çinko düzeyleri yönünden analizler yapıldı. 
Bu kapsamda her bölgeden 20 adet olacak şekilde, 
120 örnek (Tablo 2) alındı. Örnekler 100 ml miktar-
da propilen kaplara konuldu. Örnek toplama işlemi, 
Tarım ve Orman Bakanlığı’nın “Canlı Hayvanlar ve 
Hayvansal Ürünlerde Belirli Maddeler ile Bunların 
Kalıntılarının İzlenmesi için Alınacak Önlemlere Dair 
Yönetmelik” (Anon, 2011b) ilkeleri doğrultusunda 
yapıldı. Bu amaçla süt örnekleri süt toplama tank-
larından doğrudan alındı ve plastik tüpler içerisinde 
laboratuvara getirildi. Alınan örnekler analiz edilin-
ceye kadar derin dondurucuda -18o C’de muhafaza 
edildi. 
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Tablo 2. Süt numunelerinin toplandığı dönemler
Dönem Numune Sayısı

1 Aralık 2006 – Şubat 2007 30
2 Mart 2007 – Mayıs 2007 30
3 Haziran 2007 - Ağustos 2007 30
4 Eylül 2007 – Kasım 2007 30

Yöntem
Süt Örneklerin Hazırlanması
Süt örneklerinde metallerin analizleri AOAC metot 
999.10 (mikrodalga yakma metodu ile hazırlanan gı-
dalarda Pb, Cd, Fe, Cu ve Zn düzeyinin AAS ile tespi-
ti) ile gerçekleştirildi (AOAC 2000).

Analiz aşamasında, oda sıcaklığına getirilen 
dondurulmuş süt örnekleri homojenleştirildi ve tef-
lon kaplara 2’şer ml miktarda alındı.  Örneklerin üze-
rine 5 ml HNO3 (%65) ve 2 ml H2O2 (%30) (Merck, 
ABD) eklenerek kapakları kapatıldı. Berghof MWS-2 
(Almanya) model mikrodalga fırına konulan örnekler 
Tablo 3‘de belirtilen parametrelere göre işleme tabi 
tutuldu.

Tablo 3. Mikrodalga fırın parametreleri
Aşama Sıcaklık (°C) Güç (watts) Süre (dakika)

1 160 0,8 15
2 210 0,8 15
3 100 0,8 15

İşlemin sonunda teflon kaplar, kapakları açılma-
dan 15 dakika süre ile çeker ocak altında soğumaya 
bırakıldı ve sürenin sonunda açılarak kapak ve teflon 
kap iç duvarı aşağı doğru deiyonize su ile yıkandı. 
İçerik süzgeç kâğıdından süzülerek 15 ml’lik propi-
len tüplere alındı ve üzeri 15 ml’ye kadar bidistile 
su ile tamamlandı. Bu şekilde örnekler AAS’de analiz 
edilebilecek forma getirildi, analiz yapılıncaya kadar 
+4°C’de buzdolabında bekletildi. 

Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi
Işık kaynağı olarak her metalin kendine özgü dal-
ga boyunda ışıma yapan oyuk katot lambaları, Cd 
için ise elektrotsuz boşalım lambası kullanıldı. Alev-
le atomlaştırma için çok sayıda metalin analiz edil-
mesine uygun bir ortam ve yeterli sıcaklığı (2125–
2400°C) sağlayan hava/asetilen karışımı, grafit fı-
rınında ise inert gaz olarak argon kullanıldı. Pb ve 
Cd analizleri Grafit Fırınlı AAS (GF-AAS) ve Zeeman 
zemin düzeltici sistem ile, Fe, Cu ve Zn analizleri ise 
Alevli AAS (A-AAS) cihazı ile deuterium zemin düzel-
tici sistem kullanılarak yapıldı. Çalışılan metaller için 
kullanıcı parametreleri Tablo 4-7’de gösterildi.

Tablo 4. Alevli AAS için analiz parametreleri

Element
Dalga 
boyu 
(nm)

Slit 
açıklığı 
(nm)

Lamba 
akımı 
(mA)

Asetilen 
(L/dk)

Hava 
(L/dk)

Fe 248.3 0.2 H 30 2.0 17
Cu 324.8 0.7 H 30 44257 18
Zn 213.9 0.7 H 25 2.0 17

Tablo 5. Grafit Fırınlı AAS için analiz parametreleri
Parametreler Pb Cd
Lamba tipi C-HCL EDL
Dalga boyu (nm) 283.3 228.8
Slit açıklığı (nm) 0.7 L 0.7 L
Lamba akımı (mA) 30 230
Örnek hacmi (µl) 20 20
Modifier (µl) 5 5

Tablo 6. Kurşun elementinin sıcaklık programı

Basamak Sıcaklık 
(°C)

Yükselme 
Süresi (s)

Tutma 
Süresi (s)

Argon Akışı 
(ml/dak.)

Kurutma1 110 5 15 250
Kurutma2 500 10 25 250
Külleme 900 15 35 250
Atomizasyon 1800 0 1 0
Temizleme 2600 1 2 250

Tablo 7. Kadmiyum elementinin sıcaklık programı

Basamak Sıcaklık 
(°C)

Yükselme 
Süresi (s)

Tutma 
Süresi (s)

Argon Akışı 
(ml/dak.)

Kurutma1 110 1 30 250
Kurutma2 130 15 30 250
Külleme 500 10 20 250
Atomizasyon 1500 0 5 0
Temizleme 2450 1 3 250

Atomik Absorpsiyon Spektrometre bağıl bir 
metot olup bilinmeyenin yoğunluğu standart çö-
zeltilerle karşılaştırılarak bulunur. Bunun için cihaz, 
analiz edilecek her element için 1000 mg/L’lik stok 
çözeltisinden hazırlanan farklı yoğunluklardaki stan-
dartlar (High Purity, ABD) ile kalibre edildi.

Bu çalışmada incelenen Pb, Cd, Fe, Cu ve Zn 
miktarları Tarım ve Orman Bakanlığı Veteriner Kont-
rol Merkez Araştırma Enstitüsü Biyokimya Laboratu-
varı’ndaki Perkin Elmer AAnalys 800 AAS (ABD) ile 
ölçülmüştür. Okumanın yapıldığı AAS cihazı 0.001 
µg/L hassasiyetle çalışmaktadır. Okuma değerleri bu 
değerden daha düşük olan veriler, sıfır olarak de-
ğerlendirildi ve istatistik analizlerde de eksik gözlem 
olarak kabul edildi. Fe, Cu, ve Zn düzeyleri Alevli AAS 
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cihazı ile doğrudan ölçüldü. Grafit Fırınlı AAS cihazı 
ile çalışmaya başlamadan önce örnek hacimleri, iste-
nilen sıcaklığa ulaşma süresi ve bu sıcaklıkta kalma 
süresi, kurutma, külleştirme, atomizasyon ve grafit 
tüpün temizlenmesi aşamalarındaki sıcaklıklar analiz 
öncesinde en üst düzeyde verim sağlayacak şekil-
de ayarlandı. Kurşun için NH4H2PO4 ve kadmiyum 
için Mg(NO3)2 matriks değiştirici (modifier) olarak 
kullanıldı. Her bir numuneden 20 μl olacak şekilde 
ve üzerine Pb ve Cd için 5μl matriks değiştirici ek-
lenerek, 3 tekrar analiz gerçekleştirildi ve sonuçla-
rın ortalaması alındı.  Elde edilen veriler,  bilgisayar 
programı kullanılarak takip edildi. Çalışma sonunda 
elde edilen verilerin istatistik değerlendirmesi SPSS 
(16.0.0) istatistik paket programı ile yapıldı. Bu kap-
samda, aritmetik ortalama, standart sapma, en alt ve 
en üst değerler belirlendi. Genel olarak bölgeler ve 
dönemler arasındaki farklılıkların tespiti ise tek yönlü 
varyans analizi ve Duncan’s testi ile gerçekleştirildi.

Bulgular
Analizlere başlamadan önce, AAS cihazı, her ele-
ment için belirlenen konsantrasyonlarda standart-
lar kullanılarak kalibre edildi. Yöntemin duyarlılığını 
gösterecek geri kazanım çalışmaları sonucunda elde 
edilen değerler %92,2 – 110,2 aralığında bulundu. 
Birinci, ikinci, üçüncü ve dördüncü dönemlere ait Pb, 
Cd, Fe, Cu ve Zn değerleri Tablo 8-11’de verilmiştir.

Tüm dönemlere ait numuneler bir bütün olarak 
değerlendirildiğinde Pb ortalama değeri 8,38 ±9,01 
µg/L olarak tespit edildi. Dönemlere göre en yük-
sek ortalama Pb değeri 11,57±13,69 µg/L ile birinci 
dönem; en düşük Pb ortalama değeri ise 2,76 ±2,16 
µg/L ile ikinci dönemde tespit edildi. Dönem ve böl-
gelere göre elde edilen değerler.

Kadmiyum ortalama değeri 0,09±0,09 µg/L tes-
pit edildi. Dönemlere göre en yüksek ortalama Cd 
değeri 0,12±0,12 µg/L ile birinci dönem; en düşük 
Cd ortalama değeri ise 0,06 ±0,04 µg/L ile ikinci dö-
nemde tespit edildi.

Bakır ortalama değeri 0,33±0,23 mg/L tespit 
edildi. Dönemlere göre en yüksek ortalama Cu de-
ğeri 0,54±0,16 mg/L ile ikinci dönem; en düşük Cu 
ortalama değeri ise 0,23 ±0,19 mg/L ile üçüncü dö-
nemde tespit edildi.

Demir ortalama değeri 0,23±0,10 mg/L tespit 
edildi. Dönemlere göre en yüksek ortalama Fe de-
ğeri 0,29±0,11 mg/L ile üçüncü dönem; en düşük Fe 
ortalama değeri ise 0,21 ±0,08 mg/L ile dördüncü 
dönemde tespit edildi.

Çinko ortalama değeri 3,67±0,86 mg/L tespit 
edildi. Dönemlere göre en yüksek ortalama Zn de-
ğeri 4,02±0,88 mg/L ile birinci dönem; en düşük Zn 
ortalama değeri ise 3,18 ±0,68 mg/L ile üçüncü dö-
nemde tespit edildi.

Pb, Cd, Fe, Cu ve Zn ortalama değerleri Şekil 
1-5’de verildi.

Tablo 8. Birinci dönem (kış) numunelerde tespit edilen metallerin bölgelere göre düzeyleri
Metal

/
Bölge 

Pb (ppb)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

Cd (ppb)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

Fe (ppm)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

Cu (ppm)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

Zn (ppm)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

İç Anadolu
9,15±7,22a

<LOD
0,25±0,04a 0,05±0,07a 3,98±0,42

(3,00–21,00) (0,22–0,33) (0,01–0,19) (3,60–4,52)

Marmara
13,05±8,78ab 0,08±0,02 0,34±0,02d 0,19±0,17a 3,52±0,73

(4,50–27,00) (0,07–0,10) (n:3) (0,32–0,37) (0,02–0,44) (2,78–4,67)

Ege
27,30± 22,30b

<LOD
0,24±0,02a 0,11±0,12ab 4,05±0,26

(2,25–59,25) (0,22–0,27) (0,04–0,32) (3,78–4,41)

Akdeniz
13,12±13,28a 0,07±0,02 0,25±0,04a 0,28±0,14b 4,68±1,13

(3,75–32,25) (n:4) (0,06–0,10) (n:2) (0,19–0,30) (0,14–0,51) (3,37–5,72)

Karadeniz
3,75±2,05a

<LOD
0,18±0,04b 0,47±0,18c 3,66±0,80

(0,75–6,00) (0,11–0,23) (0,34–0,66) (2,99–4,98)

Doğu Anadolu
1,31± 0,37a 0,45 0,09±0,04c 0,70±0,04d 4,29±1,35

(0,75–1,50) (n:4) (0,45–0,45) (n:1) (0,04–0,16) (0,66–0,76) (2,23–5,70)

a, b, c, d. Aynı sütunda farklı harflerle gösterilen gruplar arasındaki fark istatistiki olarak önemlidir (p<0,05). 
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Tablo 9. İkinci dönem (ilkbahar) numunelerde tespit edilen metallerin bölgelere göre düzeyleri
Metal

/
Bölge 

Pb (ppb)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

Cd (ppb)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

Fe (ppm)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

Cu (ppm)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

Zn (ppm)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

İç Anadolu
3,30±2,58

0,07±0,08
0,17±0,04ab 0,69±0,09a 3,95±0,74ab

(0,75–7,50) (0,13–0,23) (0,57–0,77) (3,43–5,24)

Marmara
2,50±0,40 0,06±0,04 0,17±0,025ab 0,70±0,12a 3,31±0,52a

(2,25–3,00) (n:3) (0,008–0,10) (n:4) (0,15–0,21) (0,62–0,915) (2,55–3,93)

Ege
2,25± 2,03

0,07±0,04
0,09±0,05a 0,58±0,02b 3,26±0,67a

(0,75–5,25) (n:4) (0,03–0,16) (0,56–0,62) (2,59–4,00)

Akdeniz
1,0 ±0,43

<LOD
0,19±0,11b 0,58±0,52b 3,99±0,47ab

(0.75–3,75) (n:3) (0,02–0,30) (0,50–0,63) (3,66–4,76)

Karadeniz
3

<LOD
0,28±0,04c 0,44±0,025c 3,57±0,33a

(3,00–3,00) (n:1) (0,22–0,32) (0,37–0,50) (3,22–4,06)

Doğu Anadolu
4,50± 3,43

<LOD
0,34±0,04c 0,27±0,02d 4,61±1,10b

(1,50–8,25) (n:3) (0,30–0,41) (0,187–0,34) (3,76–6,46)

a, b, c, d. Aynı sütunda farklı harflerle gösterilen gruplar arasındaki fark istatistiki olarak önemlidir (p<0,05).

Tablo 10.  Üçüncü dönem (yaz) numunelerde tespit edilen metallerin bölgelere göre düzeyleri 
Metal

/
Bölge 

Pb (ppb)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

Cd (ppb)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

Fe (ppm)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

Cu (ppm)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

Zn (ppm)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

İç Anadolu
7,35±10,28

<LOD
0,36±0,02a 0,10±0,06a 3,44±0,83ab

(0,75–25,50) (0,33–0,39) (0,03–0,20) (2,48–4,61)

Marmara
12,45±12,46

<LOD
0,44±0,04c 0,21±0,09ab 3,28±0,28ab

(3,75–34,50) (0,38–0,49) (0,10–0,33) (2,84–3,55)

Ege
9,15± 4,05

<LOD
0,35±0,07a 0,15±0,17ab 2,93±0,42ab

(5,25–15,75) (0,24–0,44) (0,02–0,43) (2,24–3,36)

Akdeniz
4,50±1,91

<LOD
0,21±0,09b 0,07±0,03a 2,55±0,70a

(3,00–7,50) (0,14–0,36) (0,02–0,13) (1,92–3,46)

Karadeniz
5,70 ±5,2

<LOD
0,22±0,02b 0,52±0,09c 3,52±0,71b

(2,25–15,00) (0,19–0,26) (0,37–0,59) (2,66–4,30)

Doğu Anadolu
2,70± 3,95

<LOD
0,18±0,03b 0,32±0,11b 3,37±0,79ab

(0,75–9,75) (0,13–0,23) (0,04–0,64) (2,06–4,03)

a, b, c, d. Aynı sütunda farklı harflerle gösterilen gruplar arasındaki fark istatistiki olarak önemlidir (p<0,05). 
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Tablo 11. Dördüncü dönem (sonbahar) numunelerde tespit edilen metallerin bölgelere göre düzeyleri 
Metal

/
Bölge 

Pb (ppb)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

Cd (ppb)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

Fe (ppm)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

Cu (ppm)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

Zn (ppm)
Ort. ±  SD

(En alt-En üst)

İç Anadolu
8,55±5,50a

<LOD
0,28±0,07a 0,25±0,19ab 3,30±0,40ab

(3,75–18,00) (0,22–0,39) (0,11–0,54) (2,90–3,85)

Marmara
17,25±6,64b

<LOD
0,30±0,05a 0,41±0,15b 3,46±0,52abc

(10,50–26,25) (0,22–0,34) (0,21–0,56) (2,76–4,16)

Ege
7,80± 2,98a

<LOD
0,27±0,06ab 0,15±0,10a 4,20±0,48bc

(5,25–12,00) (0,18–0,32) (0,2–0,26) (3,82–5,02)

Akdeniz
9,15±3,84a

<LOD
0,15±0,34c 0,28±0,23ab 2,92±1,36a

(3,00–13,50) (0,11–0,20) (0,03–0,53) (0,72–4,00)

Karadeniz
8,70 ±3,16a

<LOD
0,12±0,01c 0,35±0,21ab 4,48±0,40c

(3,75–11,25) (0,10–0,13) (0,06–0,53) (3,88–4,89)

Doğu Anadolu
10,80± 3,77a 0,46 0,19±0,05bc 0,22±0,04ab 3,93±0,85abc

(0,75–1,50) (n: 1) (0,04–0,16) (0,12–0,56) (2,24–5,02)

a, b, c, d. Aynı sütunda farklı harflerle gösterilen gruplar arasındaki fark istatistiki olarak önemlidir (p<0,05). 

Şekil 1. Kurşun yönünden 1, 2, 3 ve 4. dönemlerde tespit edilen ortalama değerler (µg/L)
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Şekil 2. Kadmiyum yönünden 1, 2, 3 ve 4. dönemlerde tespit edilen ortalama değerler (µg/L)

Şekil 3. Demir yönünden 1, 2, 3 ve 4. dönemlerde tespit edilen ortalama değerler (mg/L)
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Şekil 4. Bakır yönünden 1, 2, 3 ve 4. dönemlerde tespit edilen ortalama değerler (mg/L)

Şekil 5. Çinko yönünden 1, 2, 3 ve 4. dönemlerde tespit edilen ortalama değerler (mg/L)

Tartışma ve Sonuç
Hızlı nüfus artışı ve endüstriyel faaliyetlere bağlı ola-
rak, çevre ve besinsel kirlenme önemli halk sağlığı 
ve tarımsal problemleri beraberinde getirmektedir. 
Hayvan ve insan beslenmesinde önemli olan bazı 
besin maddeleri, canlılara zarar verebilecek düzey-
lerde metal kalıntıları içerebilmektedir. Fabrika baca 

gazlarından ve maden ocaklarından çevreye, atmos-
fere, suya ve toprağa dolayısıyla insan ve hayvan be-
sin zincirine toksik maddelerin karışımı mümkündür. 
Toksik element ve ağır metaller boya, otomotiv ve 
oyuncak sektörleri, inşaat, trafik ve metal endüstrile-
ri ile tarımsal gübre yapımında yoğun olarak kulla-
nılmaktadır (Vıcıl 2012).
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Ülkemizde Ulusal Kalıntı İzleme Planında, 
B3c-Kimyasal Elementler kapsamında sadece kurşun 
düzeyleri konusunda izleme yapılmaktadır (Anon 
2011b).

2006 yılı Ülkemizde Ulusal Kalıntı İzleme Planı 
kapsamında ağır metaller (Kurşun) için, 51 numune 
alınması planlanmış, 44 numune analiz edilmiş ve 
bunlardan 8’i Pb yönünden Gıda Maddelerindeki 
Bulaşanların Maksimum Limitleri Hakkında Tebliğde 
kabul edilen 20 µg/L olan maksimum kalıntı limiti-
ni aştığı belirlenmiştir. Geri izleme için yeni alınan 
numunelerde ise Pb düzeylerinin maksimum kalıntı 
limitlerini aşmadığı görülmüştür (Anon 2011c).

Bu çalışma kapsamında gerçekleştirilen ana-
lizlerde Türkiye genelinde 107 örneğe ait ortalama 
kurşun düzeyleri 0,008±0,009 mg/L bulundu. Ör-
neklerdeki en yüksek kurşun değeri ise 0,059 mg/L 
olarak tespit edildi. Analiz edilen örnekten 10’unun 
(%8,3) Pb yönünden Gıda Maddelerindeki Bulaşan-
ların Maksimum Limitleri Hakkında Tebliğde ve Av-
rupa Birliği 1881/2006 EC direktiflerinde kabul edi-
len 0,02 mg/L olan maksimum kalıntı limitlerini aştı-
ğı ancak genel Pb ortalamasının bu değerin altında 
olduğu görüldü. Diğer metaller yönünden herhangi 
bir kalıntı limiti belirlenmediği için bu yönde bir de-
ğerlendirme yapılamadı.

Bölgeler arası değerlendirmede istatistiki açı-
dan önemli farklılıklar belirlendi. En yüksek ortalama 
Pb değeri 12,29±9,46 µg/L ile Marmara Bölgesinde, 
en düşük ortalama Pb değeri ise 5,07±4,95 µg/L ile 
Doğu Anadolu Bölgesinde tespit edildi. Kurşun or-
talama değeri bölgelere göre sıralandığında miktar 
yönünden azalan sırayla Marmara> Ege> Akdeniz > 
İç Anadolu> Karadeniz> Doğu Anadolu Bölgesi şek-
linde tespit edildi.

Dönemler açısından değerlendirildiğinde ise en 
yüksek ortalama Pb değeri 11,57±13,69 µg/L ile bi-
rinci dönemde (kış), en düşük ortalama Pb değeri ise 
2,76±2,16 µg/L ile ikinci dönemde (ilkbahar) tespit 
edildi. Pb ortalama değeri dönemlere göre sıralan-
dığında miktar yönünden azalan sırayla kış> sonba-
har > yaz> ilkbahar şeklinde ortaya çıktı.

Kadmiyum yönünden çeşitli Avrupa ülkelerin-
de belirlenen maksimum kalıntı limitlerinin altında 
kaldığı belirlendi. Kirliliğin insan sağlığı açısından 
tehdit edici seviyede olmadığı anlaşıldı. Cu, Fe, ve 
Zn yönünden elde edilen sonuçlar değerlendirildi-
ğinde ise bu metallerin de normal sınırlar içerisinde 
olduğu ve insan sağlığı yönünden risk oluşturacak 
düzeyde olmadığı tespit edildi.

Sütlerde kalite değerlendirmesi ve çevresel kir-
liliğin belirlenmesi amacıyla ülkemizde farklı araştı-

rıcılar tarafından bazı çalışmalar Gültekin (1998); Al-
gan (2002); Özrenk (2002); Şenol ve Özdemir (2003); 
Temurci (2006); Ayar ve ark. (2007); Temiz ve Soylu 
(2012); Kaptan ve ark. (2016); Bakırcıoğlu ve ark. 
(2018) yapılmıştır.

Gültekin (1998) tarafından yapılan çalışmada, 
Bursa ili ve çevresinden alınan 75 süt örneğinde tra-
fik yoğun bölgelerde, sanayi bölgelerinde ve kırsal 
bölgelerde olma durumuna göre bazı mineral mad-
de ve ağır metallerin tespiti yapılmıştır. Araştırma 
sonucunda, analiz edilen süt örneklerinde Pb düzeyi, 
trafik yoğun bölgelerde 0,032±0,002 mg/L (0,023–
0,040 mg/L), sanayi bölgelerinde 0,049±0,001 mg/L 
(0,042–0,058 mg/L) ve kırsal bölgelerde 0,018±0,00 
mg/L (0,017–0,021 mg/L), Cu düzeyi trafik yoğun 
bölgelerde 0,58±0,026 mg/L (0,47–0,70 mg/L), 
sanayi bölgelerinde 0,96±0,038 mg/L (0,77–0,96 
mg/L) ve kırsal bölgelerde 0,39±0,012 mg/L (0,33–
0,45 mg/L), Fe düzeyi trafik yoğun bölgelerde 
1,78±0,16 mg/L (1,26–2,60 mg/L), sanayi bölgelerin-
de 4,27±0,26 mg/L (2,65–5,30 mg/L) ve kırsal bölge-
lerde 1,01±0,029 mg/L (0,80–1,01 mg/L), Zn düzeyi 
trafik yoğun bölgelerde 4,49±0,39 mg/L (2,30–6,46 
mg/L), sanayi bölgelerinde 5,01±0,26 mg/L (3,75–
6,45 mg/L) ve kırsal bölgelerde 3,77±0,18 mg/L 
(2,60–4,72 mg/L) olarak belirlenmiş, sanayi bölge-
sinden alınan örneklerde Fe ve Cu miktarı normal 
değerlerin üzerinde bulunmuştur. Pb için ise sanayi 
ve trafik yoğun bölgelerden alınan örneklerdeki Pb 
miktarı için Avrupa Birliği EC 315/93 direktiflerinde 
belirtilen 0.02 mg/L’ın üzerinde bulunmuştur. 

Algan (2002) tarafından yapılan çalışmada Kon-
ya yöresinden alınan 61 süt örneğinde bazı ağır me-
tal miktarlarının tespitini yapmışlardır. Analiz edilen 
süt örneklerinde Pb 0,0001 µg/L, Cd 0,04 µg/L ve 
Zn 2,66 mg/L düzeylerinde tespit etmişlerdir. Yapılan 
bu çalışmada Pb, Cd ve Zn yönünden normal sınırlar 
içerisinde olup bir kirlilik tespit edilmemiştir.  

Özrenk (2002) tarafından yapılan Van ili ve çevre 
ilçelerinde üretilen inek sütlerinin ağır metal kirliliği 
ve bazı mineral içeriklerinin belirlenmesi çalışmasın-
da, yaz mevsiminde 130, kış mevsiminde 130 toplam 
260 örnekte çalışılmıştır. Analiz edilen süt örnekle-
rinin 189’unda ortalama 0,002±0.01 mg/L (0.001–
0.007) Pb tespit edilmiştir. Fe düzeyi 0,31±0,17 
mg/L (0,050–0,890), Cu düzeyi 0,182±0,157 mg/L 
(0,10–0,830) ve Zn 3,00±1,09 mg/L (0,17–5,28) ola-
rak tespit edilmiştir. Analiz edilen örneklerde ilçeler 
arası farklılık bulunmamasına rağmen, mevsimsel 
değişiklik tespit edilmiş ve bunun sebebinin Van gibi 
kış günlerinin soğuk ve uzun geçtiği bir ilde yakılan 
soba ve kaloriferlerin yanma süresinin uzun olması, 
kullanılan kömür miktarının fazla ve kalitesiz olması 
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gösterilmiştir. Özellikle Pb, Fe, Cu ve Zn düzeyleri-
nin kışlık yemlerde daha yüksek olduğu ve bu artışın 
kışlık sütlerde de gözlemlendiği bildirilmiştir.

Şenol ve Özdemir (2003) tarafından yapılan Sa-
karya İli ve çevre ilçelerinde trafik yoğunluğu fark-
lı (az yoğun, orta yoğun, çok yoğun) 3 bölgeden 
alınan 45 adet süt numunesinde çinko düzeyleriy-
le ilgili çalışmada Zn düzeyleri sırasıyla, 3,35 mg/L 
(1,26–6,56),  3,70 mg/L (1,79–5,24), 3,85 mg/L (2,78-
5,41) tespit edilmiştir.

Temurci (2006) tarafından Ankara’da tüketi-
me sunulan süt ve beyaz peynirlerde yapılan bir 
çalışmada 36 süt örneği kullanılmış, bu örneklerin 
hiç birinde Pb’ye rastlanılmamıştır. Cd düzeyi ise 
0,11±0,03 mg/L (0- 1,16), bakır düzeyi 4,30±0,36 
mg/L (1,5–13,66), Fe düzeyi ise 52,19±4,09 mg/L 
(17,16–128,42) bulunmuştur.

Ayar ve ark. (2007) tarafından Konya’da tüketi-
me sunulan süt ve ürünleri değişik süt işletmelerin-
den ve diğer satıcı marketlerden 4 ay süreyle farklı 
olacak şekilde 2 şer örnek, her birinden 8 adet ola-
cak şekilde toplam 96 örnek alınmıştır. Pb düzeyi 
0.103 ±0.14 mg/L,  Cd düzeyi ise 0.017±0.010 mg/L 
olarak tespit edilmiştir. 

Temiz ve Soylu (2012) tarafından Samsun İlin-
de 144 adet örnekte indüktif eşleşmiş plazma kütle 
spektrometre ile gerçekleştirilen çalışmada 0.028–
0.068 mg/L aralığında Pb, 0.001-0.013  mg/L ara-
lığında Cd, 0.618-1.889 mg/L aralığında Cu, 0.12-
0.64  mg/L aralığında Fe,  11.597-14.907 mg/L ara-
lığında Zn tespit edildiği, Pb, Cd ve Cu yönünden yaz 
döneminde toplanan örneklerin kış dönemine göre 
daha yüksek olduğu, Pb, Cu, Zn yönünden bu süt-
lerin güvenilir olmadığı, çalışma alanındaki çevresel 
bulaşmanın yoğun endüstriye atfedildiği bildirilmiş-
tir.

Kaptan ve ark. (2016) tarafından Çanakkale 
Biga İlçesinde 3 farklı bölge (yoğun endüstriye ya-
kın, gıda üreten fabrikalara yakın, otoyola yakın) ve 
3 farklı dönemde alınan örneklerde İndüklenmiş Eş-
leşmiş Plazma Atomik Emisyon Spektroskopi ile ger-
çekleştirilen çalışmada  (0.503-1.859 mg/L arasında 
değişen düzeylerde olmak üzere 1.011±0.36 mg/L 
ortalama Pb tespit edildiği, en yüksek kurşun düze-
yinin otoyola yakın olan bölgedeki süt örneklerin-
de bulunduğu, 0.027-0.397 0 mg/L Cd (0.124±0.11 
mg/L ortalama), 0.755-3.046 mg/L olmak üzere 
1.9005 mg/L ortalama Zn ve Cd’nin yine yoğun 
trafik bölgesindeki ineklerden toplanan örneklerde 
tespit edildiği, en yüksek Cu düzeyinin 1.564 µg/L 
ile yaz döneminde tespit edildiği, sütteki Cu düzey-
lerinin yaz sezonunda bitki koruma ürünü kullanımı 

ve endüstriyel emisyonlar nedeniyle artabileceği, li-
pit oksidasyonundaki katalitik etkisi yönünden süt 
ürünlerinde potansiyel risk oluşturan Fe için en yük-
sek konsantrasyonun 4.207 mg/L olarak yoğun trafik 
bölgesindeki ineklerden toplanan örneklerde tespit 
edildiği bildirilmiştir. 

Bakırcıoğlu ve ark. (2018) tarafından İndüklen-
miş Eşleşmiş Plazma Optik Emisyon Spektroskopi 
ile Edirne İlinden toplanan 90 adet süt örneğinde 
gerçekleştirilen çalışmada doğal ürünlerde ortalama 
0.138 ± 0.016 mg/L Cu, 3.1 ± 0.5 mg/L Fe, 3.4 ± 0.7 
mg/L Zn, marketten alınan ticari örneklerde 0.138 ± 
0.041 mg/L Cu, 2.2 ± 1.3 Fe, 3.5 ± 0.7 mg/L Zn tes-
pit edildiği, bu bilgilere göre ticari ürünlerde doğal 
ürünlere göre daha yüksek düzeylerde bulunduğu 
bildirilmiştir.

Bu çalışmada elde edilen sonuçlar Pb yönünden 
Algan (2002); Özrenk (2002); Temurci (2006) ve Kap-
tan ve ark. (2016)  tarafından yapılan çalışmalardan 
yüksek; Gültekin (1998); Ayar ve ark. (2007) ile Temiz 
ve Soylu (2012)  tarafından yapılan çalışmalardan ise 
düşük bulundu. Gültekin (1998) tarafından yapılan 
çalışmada elde edilen trafik yoğun bölge ve sana-
yi bölgesi örnekleri, Ayar ve ark. (2007) ve Temiz ve 
Soylu (2012) tarafından analiz edilen tüm örneklerin 
kurşun düzeyleri kabul edilebilir limitin üzerindedir. 
Kurşun yönünden kabul edilebilir maksimum limit-
lerin üzerinde tespit edilen 10 örneğin dördünün 
Marmara, üçünün Ege, ikisinin İç Anadolu ve birinin 
de Akdeniz Bölgesine ait sütlerde tespit edilmesi, 
trafik açısından yoğun bölgeler ve sanayi bölgele-
ri örneklerindeki ağır metal kirliliği ile uyumlu bu-
lundu. Sütlerde metal düzeyi toprağın yapısı, bitki 
örtüsü, iklim şartları ve endüstriyel faaliyet şartların-
dan etkilenmektedir. Dolayısı ile çalışmalar arasında 
böyle bir farklılığın olması bu sebepler bağlı olarak 
değerlendirilebilir.

Kadmiyum yönünden Özrenk (2002) tarafından 
yapılan çalışmadaki elde edilen sonucun yaklaşık iki 
katı yüksek; Temurci (2006); Ayar ve ark. (2007); Te-
miz ve Soylu (2012) ve Kaptan ve ark. (2016) tarafın-
dan yapılan çalışma sonuçlardan ise oldukça düşük 
bulundu. 

Demir yönünden Özrenk (2002) ve Temiz ve 
Soylu (2012)  tarafından yapılan çalışmadaki elde 
edilen sonuçlardan biraz düşük; Gültekin (1998); 
Şenol (2004) tarafından yapılan çalışmalardaki elde 
edilen sonuçlardan düşük, Temurci (2006); Kaptan 
ve ark. (2016) ve Bakırcıoğlu ve ark. (2018) tarafın-
dan yapılan çalışma sonuçlardan ise oldukça düşük 
bulundu.
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Bakır yönünden Özrenk (2002) tarafından ya-
pılan çalışmadaki elde edilen sonuçlardan yüksek; 
Gültekin (1998); Temiz ve Soylu (2012) ve Bakırcıoğ-
lu ve ark. (2018) tarafından yapılan çalışmada elde 
edilen kırsal bölge sonuçları ile uyumlu, trafik yoğun 
bölge ve sanayi bölgesi örneklerinden düşük bulun-
du.

Çinko yönünden Gültekin (1998); Özrenk (2002); 
Şenol ve Özdemir (2003) ve Bakırcıoğlu ve ar. (2018) 
tarafından yapılan çalışmada elde edilen kırsal bölge 
sonuçları ile uyumlu; trafik yoğun bölge ve sanayi 
bölgesi örnekleri ile Temiz ve Soylu (2012) düşük,  
Kaptan ve ark. (2016) çalışmalarından yüksek bulun-
du.

Uluslararası alanda sütlerde kalite değerlendir-
mesine yönelik veya çevresel kirliliğin belirlenmesi 
amacıyla yapılmış çok sayıda çalışma Vidovic ve ark. 
(1997); Lawal ve ark. (2006); Bilandžić ve ark. (2016); 
Qu ve ark. (2018);  Norouzirad ve ark. (2018) ve Pei-
nado ve ark. (2020) vardır.

Vidovic ve ark. (1997) tarafından Sırbistan’da ya-
pılan bir çalışmada 1996 ve 1997 yılları arasında top-
rak, kuru ot ve süt örneklerindeki Pb, Cd ve Zn dü-
zeylerini belirlemişlerdir.1996 yılında 96 süt örneğin-
de, Pb düzeyi 0,078±0,042 µg/l, 1997 yılında 0,089 
±0,046 µg/l, Cd düzeyi 1996 yılında 0,008±0,004 
µg/l, 1997 yılında 0,007 ±0,003 µg/l ve Zn düzeyi 
1996 yılında 1,88±0,5 µg/l, 1997 yılında 1,64 ±0,4 
µg/l düzeylerinde tespit edilmiş ve toprak, kuru ot 
ve süt arasında doğru orantı tespit etmişlerdir.

Lawal ve ark. (2006) tarafından Nijerya’da me-
rada otlatılan sığırlara ait 24 süt örneğini Pb, Cd ve 
Cu yönünden incelemişlerdir. Pb düzeyi 0,53±0,29 
mg/L, Cd düzeyi 0,26±0,13 mg/L ve Cu düzeyi 
0,062±0,026 mg/L bulunmuştur. Bulunan sonuçlara 
göre, Pb düzeyinin WHO tarafından belirlenen gün-
lük kabul edilebilir en fazla doz olan 0,05 mg/L vücut 
ağırlığı ve Cd düzeyinin de WHO tarafından belirle-
nen günlük kabul edilebilir en fazla doz olan 0,02–
0,06 mg/L vücut ağırlığı geçtiğini bildirmişlerdir.

Bilandžić ve ark. (2016) tarafından yayınlanan, 
Hırvatistan’ın kırsal alanlarındaki 249 adet inekten 
toplanan çiğ süt örneklerinde 2010-2014 yıllarını 
kapsayan, grafit fırınlı atomik absorbsiyon spektro-
metre ile gerçekleştirilen çalışmada kurşun miktarı-
nın 10.8–12.2 μg/kg, en yüksek kurşun seviyesinin 
131 μg/kg olduğu bildirilmiştir. Bu konsantrasyonla-
rın, izin verilen haftalık kurşun alımının % 1.37  katkı 
sağlayacağı, bu verilere dayanarak süt tüketiminin 
tüketici sağlığı yönünden risk oluşturmadığı sonu-
cuna ulaşıldığı bildirilmiştir.

Qu ve ark. (2018) tarafından Çin’de 178 adet 
ineğe ait sütlerde indüktif eşleşmiş plazma küt-
le spektrometre ile gerçekleştirilen çalışmada 
1.35 ± 0.32 μg/L düzeyinde kurşun tespit edildiği, 
kadmiyum tespit edilemediği bildirilmiştir. Tespit 
edilen kurşun düzeyinin tüketiciler yönünden sağ-
lık riski oluşturmadığı bildirilmiştir. Bununla birlikte 
kurşun tüketimine bağlı risklerin bebekler ve genç 
yaştaki çocuklar için yetişkinlere göre daha ciddi ol-
duğu ifade edilmiştir. 

Norouzirad ve ark. (2018) tarafından 2015-
2016 yıllarını kapsayan 118 adet ineğe ait sütlerde 
grafit fırınlı atomik absorbsiyon spektrometre ile 
gerçekleştirilen çalışmada ortalama 47.0 ± 3.9 μg/
kg kurşun, 4.7  ±  1.0 μg/kg kadmiyum tespit edil-
diği, örneklerin % 82.2’sinin kurşun yönünden izin 
verilen 20 μg/kg limitinin üzerinde olduğu, çalışma 
sonuçlarına göre petrol yataklarına yakın bölgelerde 
kurşun ve kadmiyum maruziyeti yönünden sütlerin 
risk oluşturduğu belirtilerek izleme planlarına dahil 
edilmesi önerilmiştir.

Peinado ve ark. (2020) tarafından alevli atomik 
absorbsiyon spektrometre ile Peru’da La Oroya me-
talürjik kompleksi yakınındaki kırsal alanda yetişti-
rilen 20 ineğin kanlarında 0.38 ± 0.041, sütlerinde 
0.58 ± 0.018 mg/L kurşun tespit ettikleri, kurşun se-
viyesinin sütteki oranının kan konsantrasyonundan 
% 54 yüksek olduğu, kadmiyum seviyelerinin kanda 
0.016 ± 0.002, sütte 0.02 ± 0.007 mg/L olduğu, süt-
teki kadmiyum oranının kandaki konsantrasyondan 
% 28 yüksek olduğu bildirilmiştir. Günlük 200 ml’lik 
süt tüketiminin 0.12 mg kurşun ve 0.004 mg kad-
miyum sağlayacağı; bu miktarların 180 gün sonra 
kümülatif olarak 216 mg kurşun ve 0.72 mg kadmi-
yum alımını temsil ettiği, insan tüketimi için uygun 
olmayan bu miktarın halk sağlığı yönünden ciddi 
risk oluşturduğu ifade edilmiştir.

Boudebbouz ve ark. (2021) tarafından, 2010 yı-
lından itibaren dünya çapında yayınlanmış 60 oriji-
nal araştırmanın dahil edildiği sistematik derlemede 
en yüksek Cd seviyesinin Hindistan’da barit maden 
sahasında 12  mg/L, en yüksek Pb (60  mg/L), Cu 
(36 mg/L) seviyelerinin Hindistan’da granit ve granit 
gnaysdan oluşan alanlarından toplanan örneklerde, 
en yüksek Fe düzeyinin 37.02  mg/L yine Hindis-
tan’da tespit edildiği bilgisi paylaşılmıştır.

Bu çalışmada elde edilen sonuçlar Pb yönünden 
Vidovic ve ark. (1997); Bilandžić ve ark. (2016); Qu ve 
ark. (2018) tarafından yapılan çalışmalardan yüksek; 
Lawal ve ark. (2004), Norouzirad ve ark. (2018) ile  
Peinado ve ark. (2020)  tarafından yapılan çalışma-
lardan düşük bulundu.
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Kadmiyum yönünden Vidovic ve ark. (1997); 
Peinado ve ark. (2020)  tarafından yapılan çalışma-
lardan yüksek; Lawal ve ark. (2004); Norouzirad ve 
ark. (2018); Peinado ve ark. (2020)  tarafından yapı-
lan çalışmalardan ise düşük bulundu.

Sonuçlar yurt dışı çalışmalarla karşılaştırıldığın-
da, Sırbistan’dan yüksek bulunmasının sebebinin 
iklim özelliklerinin daha ılıman olması ve araştırma 
yapılan bölgelerin endüstriyel alanlardan uzak ol-
ması düşünülmektedir. Nijerya ve Peru’da yapılan 
çalışmadan düşük bulunmasının sebebi ise, Nijerya 
topraklarının metalleri yüksek yoğunlukta içermesi 
(özellikle demir ve alüminyum), petrokimya endüst-
risinin gelişmiş olması ve çok sayıda rafineri bulun-
masına bağlı olduğu, Peru’da yüksek bulunması-
nın sebebinin de büyük kapasitedeki bir metalürjik 
komplekse yakın olması düşünülmektedir. 

Bu çalışmada elde edilen sonuçlar, bazı uluslara-
rası limitlerle (Komisyon Direktifi EC No: 1881/2006) 
karşılaştırıldığında Pb yönünden örneklerin 10’unun 
(%8,3) maksimum kalıntı limitlerini aştığı, ancak ge-
nel ortalamanın bu değerin altında olduğu görüldü. 

Süt, çeşitli nedenlerle kontaminasyonlara du-
yarlı bir üründür. Süt sığırlarının merada beslenme-
leri sırasında toprakta doğal olarak da bulunan ağır 
metaller, otlara bulaşan endüstriyel kalıntılar, çeşitli 
pestisit kalıntıları, hayvanların tedavisinde kullanılan 
çeşitli hormonlar ve ilaçlar, kalitesiz yemlerden süte 
geçiş yapan aflatoksin ve mikotoksinler, parazitler ve 
deterjan kalıntıları direkt olarak süte geçebilmekte-
dir. Süt ve ürünlerinde bulunma olasılığı yüksek olan 
ve tüketici tarafından fazla bilinmeyen sağlığa zarar-
lı kalıntı maddeler, toplum sağlığı açısından büyük 
tehlike oluşturmaktadır. 

Kaliteli süt üretimi, ekonomik anlamda ve sağlık 
açısından çok önemlidir. Süt sığırcılığının ve süt sa-
nayinin gelecekteki anahtarıdır. Süt üretim faaliyet-
lerinin muhtemel ağır metal kirliliğine yol açabilecek 
alanlardan uzak yerlerde yapılması daha uygun ola-
caktır. Ülkemizde Pb yönünden limit değerleri be-
lirlenmekle birlikte Cd içinde limit değerinin Avrupa 
ülkeleri ile uyumlu olarak belirlenmesi gerekmekte-
dir. 

Gerek Pb gerekse diğer metallerin süt ve süt 
ürünlerindeki düzeyinin aşağıya çekilebilmesi için;

• Daha bilinçli ve daha kontrollü bir şekilde üretim 
işlemi gerçekleştirilmelidir. 
• Çiftçi ve işletmecilerin bilgilendirilmesi bir zorun-
luluktur. 
• Ağır metal kalıntılarının önemine ilişkin kamuoyu 
bilgilendirme çalışmaları yapılmalıdır.

• Bilgilendirmenin yanında etkin bir kontrol meka-
nizmasının devlet tarafından uygulanmaya konul-
ması da bu metallerin kontaminasyonunun engel-
lenmesinde önemli rol oynayacaktır. 
• Ağır metal kalıntılarına ilişkin özellikle riskli bölge-
ler de göz önüne alınarak geniş ölçekte kalıntı ana-
lizleri yapılmalıdır.
• Analiz noktasında uygun laboratuvar şartları/ekip-
man sağlanmalıdır.
• Sadece süt üretiminin değil yem üretiminin de en-
düstriyel alanlardan uzak bölgelerde yapılması ge-
reklidir.
Deney hayvanları kullanımı etik kurulu ve diğer 
etik kurul kararları ve izinler:  Etik kurul kararına 
gerek bulunmamaktadır.
Maddi destek ve çıkar ilişkisi Çalışmayı maddi 
olarak destekleyen kişi/kuruluş yoktur ve yazarların 
herhangi bir çıkara dayalı ilişkisi yoktur.
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Özet: Zoonotik etkenlerin konakçı türlerinin belirlenmesi, ortaya çıkabilecek hastalıkların kontrol altına alınmasında 
oldukça önem arz eder. Yapılan çalışmalar, kemirgenlerin bakteriyel ve viral bulaşıcı mikroorganizmaların eko-epi-
demiyolojisinde önemli rol oynadığı göstermiştir. Bunlar arasında kemirgenlerin doğal rezervurları veya konakçıları 
olduğu Bartonella türleri de yer almaktadır. Bartonella spp. gibi göz ardı edilebilen patojenlerin izlenmesi ve epi-
demiyolojik çalışmalar yapılması önemlidir. Zoonotik özelliği ile halk sağlığı yönünden risk oluşturabilecek olan bu 
etkenin ülkemizde rodentlerde takibi göz ardı edilmiş veya çok az irdelenmiş durumdadır. Bu çalışmada, rodentlerde 
Bartonella spp.’nin Real-time PCR yöntemi ile araştırılması amaçlandı. Türkiye’nin beş farklı yerleşim biriminden ka-
pan ile yakalanan 41 rodente (ev faresi, lağım sıçanı, tarla faresi, kör fare) ait dalak örneğinde Bartonella spp. varlığı 
Real-time PCR ile araştırıldı. Real-time PCR sonucu incelenen rodent dalak örneklerinden 6’sı (%14,63) Bartonella 
spp. yönünden pozitif bulundu. Bartonella pozitifliği açısından örneklem lokasyonları arasında istatistiksel anlam 
saptanmadı (P> 0,05). Sonuç olarak, yabani kemirgenlerin hastalığın olası bulaşı açısından rezervuar olarak önem 
arz ettikleri ve bu alanda daha fazla çalışmaya ihtiyaç olduğu kanaatine varıldı. 
Anahtar kelimeler: Bartonella spp., Real-time PCR, rodent.

A common zoonotic agent in rodents: Bartonella
Abstract: Identifying the host types of zoonotic agents is one of the keys to controlling emerging infectious dis-
eases. Studies have shown that rodents play an important role in the eco-epidemiology of bacterial and viral infec-
tious agents. At the same time, rodents are natural reservoirs of Bartonella spp. It is important to monitor negligible 
pathogens such as Bartonella spp. especially in rodents that act as hosts and reservoirs, and to conduct epidemio-
logical studies. This microorganism, which may pose a risk in terms of public health with its zoonotic feature, a 
limited number of studies have been conducted in our country on the detection of Bartonella spp. In this study, ex-
istence of Bartonella spp. was investigated by Real-time PCR method in 41 spleen samples of rodent (house mouse, 
field mouse, sewer rat, blind mouse) collected with trap from five different settlements of Turkey. A total number 
of six (14.63%) rodent spleen samples studied with the Real-time PCR were found positive for Bartonella spp. There 
was no statistical significance among sample locations in terms of Bartonella positivity. As a result of our study, it 
was concluded that wild rodent species can be considered as possible reservoirs in the transmission of the disease 
and further studies are needed in this area.
Keywords:  Bartonella spp, Real time PCR, rodent. 

Giriş
Bartonella spp, Proteobacteria sınıfı, Bartonellaceae 
ailesinin, Bartonella cinsi içerisinde yer almaktadır 
(Birtles ve Richard 2005). Etken, Gram negatif  olup 
rutin boyalarla zayıf boyanmaktadır. Bartonella tür-
leri aerobik üreyen, pleomorfik veya kokobasil yapılı 
fakültatif hücre içi bakterilerdir. Bartonellaceae fa-
milyasının, birçok memeli ve eklembacaklılarda var-
lığını sürdürebilen bir bakteri grubunu temsil ettiği 
bilinmektedir (Birtles ve Richard 2005).

Bartonella türleri, kene, pire ve bit gibi vektörler 
tarafından taşınmakta ve kemirgenlerde, geviş geti-
renlerde, kedi ve köpek gibi birçok memeli türünde 
yaygın enfeksiyonlara yol açmaktadır (Diaz ve ark. 

2012). Yapılan çalışmalarda, kemirgenler, kediler ve 
geviş getirenler olmak üzerine Bartonella enfeksi-
yonları açısından birçok bildirim yapılmıştır. Kediler-
de kronik böbrek yetmezliği, köpeklerde endokardit 
ve peliozis hepatis (karaciğer lobüllerinde konjesti-
yon’a bağlı kan birikimleri) ve geviş getirelerde en-
dokardit yaptığı bildirilmiştir (Chomel ve ark. 1996; 
Buffet ve ark. 2013; Breitschwerdt ve Kordick 2000; 
Chang ve ark. 2000; Kim ve ark. 2005).

İnsanlar enfeksiyonlar, Bartonella türlerini ba-
rındıran çeşitli kemirgenlerle temas veya ektopara-
zitlerine maruziyet sonrası ortaya çıkabilmektedir 
(Li 2015). Bartonella cinsi içerisinde Bartonella (B.) 
henselae, B. bacilliformis, B. quintina, B. elizabethe-
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ae, B. vinsonii ve B. koehlerae gibi türler insanlarda 
hastalık yapabilmektedir (Chomel 1995; Vayssier ve 
ark. 2009). Aynı zamanda yapılan çalışmalarda, in-
san lenfadenopati bakteriyel endokardit vakaları ve 
etiyolojisi bilinmeyen ateşli hastalık vakalarında be-
lirlenen Bartonella suşlarının eş zamanlı olarak, ya-
bani kemirgenlerde belirlenmesi, bu vakaların olası 
bir kaynağı olduğunu öne sürmektedir. Bu bulgular, 
kemirgenlerle teması olan kişilerde, Bartonella spp. 
enfeksiyonlarının potansiyel kaynakları olarak de-
ğerlendirilmesi gerektiğini göstermektedir (Malania, 
2016). 

Zoonotik Bartonella türlerinden, B. henselae in-
sanlarda kedi tırmığı hastalığı; B. bacilliformis, Car-
rion Hastalığı ve B. quintana, siper ateşi hastalığına 
sebep olmaktadır (Avidor 2004; Diaz 2012). Bunların 
yanı sıra Bartonella türleri endokardit, miyokardit, 
ateş, splenomegali, lenfadenopati, nörolojik bozuk-
luklar ve menenjit gibi hastalıklarla da ilişkilendiril-
mişlerdir (Kosoy ve ark. 2003). 

Bartonella enfeksiyonlarının, bağışıklık sistemi 
baskılanmış kanser hastalarında, organ nakli yapılan 
bireylerde ve HIV hastalarında var olan klinik du-
rumu daha da kötüye götürme ve şiddeti arttırma 
ihtimali yüksektir (Koehler 1995). Bu nedenle, Bar-
tonella spp. gibi zoonotik patojenlerin teşhiste göz 
ardı edilmesi, tedavi açısından olumsuzluklar oluştu-
rabilir veya hayatı tehdit edici olabilir. 

Bartonella enfeksiyonlarının laboratuvar tanısı 
için, örneklerden bakteri izolasyonu, indirek flore-
san antikor testi (IFAT) ve polimeraz zincir reaksiyo-
nu (PCR) gibi yöntemler tercih edilmektedir (Çelebi 
2008).  Bartonella enfeksiyonların teşhisinde başvu-

rulan kültür ve geleneksel PCR tekniklerinde karşıla-
şılan kontaminasyon ve yanlış pozitif sonuçlar sebe-
biyle, Real-time PCR yöntemi iyi bir tanı aracı olarak 
bilinmektedir. Real-time PCR, duyarlılık ve özgüllük, 
daha az kontaminasyon olasılığı ve genom kopya 
sayılarının ölçülmesi gibi avantajlar sağlamaktadır 
(Cievro 2005).

Bu çalışmada, halk sağlığı açısından tehdit oluş-
turabilecek Bartonella türlerinin, hastalığın bula-
şında potansiyel konakçı ve/veya rezervuar görevi 
üstlenen rodentlerde varlığının Real-time PCR ile 
araştırılması amaçlandı.

Gereç ve Yöntem 
Çalışma materyali
Bu çalışmada, Bartonella türlerinin Real-time PCR ile 
araştırılması amacıyla toplam 41 rodent (ev faresi, 
lağım sıçanı, tarla faresi, kör fare) kullanıldı. Çalışma-
ya dahil edilen rodentler, Eylül 2011 ve Mayıs 2012 
tarihleri arasında, Van, Ankara, Bursa, Yozgat, Sivas 
ve Zonguldak kırsalındaki farklı yerleşim birimlerin-
den toplandı (Şekil 1). Kapan kurularak toplanan ya-
bani rodentler için, her bir yerleşim biriminde, sulak 
ve otlak alanlar, ağaçlık bölgeler, dere kenarları ve 
evlerin çevresi öncelikli yakalama alanı olarak tercih 
edildi. Aynı zamanda, farelerin yuva yapabileceği 
alanlar da göz önüne alınarak, toplamda 186 kapan 
kuruldu ve bir gece sonrası kapanlardaki rodent-
ler toplandı.  Toplanan rodentler, numune taşıma 
kapları ile soğuk zincir şartları altında laboratuvara 
ulaştırıldı. Rodentlerin nekropsileri yapılarak, dalak 
örnekleri steril numune kaplarına alındı. Örnekler 
analizleri yapılana kadar -80 oC’de saklandı. 

Şekil 1. İncelenen rodent örneklerinin yerleşim birimlerine göre dağılımı. 



Karataş Yeni D. Rodentlerde yaygın bir zoonotik etken: Bartonella 65

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 32, Sayı 1, 2021, 63-68

DNA ekstraksiyonu
DNA ekstraksiyonu için, 1×0.5×0.2-0.4 cm boyu-
tundaki doku örnekleri, 500 µl fosfat tamponlu salin 
(PBS, pH 7.2) ile birlikte homojenize edildi.  Rodent 
doku örneklerinin homojenizasyonu için Magnaly-
ser homojenizasyon cihazı (Roche, Rotkreuz, İsviçre) 
kullanıldı. Homojenize doku örneğinden 100 µl alın-
dı ve doku ekstraksiyon kiti  (Qiagen, Hilden, Alman-
ya) kullanılarak, üretici firma tarafından bildirilen ta-
limatlar doğrultusunda DNA ekstraksiyonu yapıldı. 

Real-time PCR 
Rodent doku örneklerinden Bartonella türlerinin 
analizi, Diaz ve ark. (2012)’nın bildirdiği ssrA primer 
ve probe kullanılarak Real-time PCR eşliğinde ger-
çekleştirildi (Tablo 2).

Real-time PCR reaksiyonu, örnek başına 25 μl 
olacak şekilde;12,5 μl Light Cycler probe master 

miks (Roche, Mainnheim, Almanya), 1 μl primer  ve 
1 μl prob , 5,5 μl distile su ve 5 μl ekstrakte DNA 
bileşenleri eşliğinde hazırlandı. Real-time PCR, Ligh-
tCycler96 (Roche, Mainnheim, Almanya) cihazında 
gerçekleştirildi ve ısı döngüsü, 95ºC 5 dk ön dena-
türasyon, 40 döngüden oluşan ve 94 ºC 20 sn dena-
türasyon, 60 ºC 20 sn bağlanma, 72 ºC 15 sn uzama, 
72ºC 10 dk son uzama olacak şekilde uygulandı. 
Real time PCR’de, RNAse/ DNAse ari su negatifkont-
rol olarak ve B.  henselae (ATCC 49882) pozitif kont-
rol olarak kullanıldı. Tüm örnekler ikili tekrar şeklinde 
analiz edildi. Analiz edilen örneklerde amplifikasyon 
eğrisi görülmeyenler veya Ct değeri (eşik değer sik-
lusu) 37’den fazla olanlar Bartonella yönünden ne-
gatif olarak kabul edildi. Negatif olan örnekler için 
sadece internal kontrol (IC) kanalında sonuçlar alın-
dı. Ct ≤ 37’de belirgin logaritmik faz gösteren ampli-
fikasyonlar ise pozitif olarak değerlendirildi. 

Tablo 1. PCR yöntemi, hedef gen ve primer dizileri
Etken Method Primer /prob dizilimi

Bartonella spp. Real- time PCR
Primer 

SsrA- F-GCTATGGTAATAAATGGACAATGAAATAA
ssrA-R-GCTTCTGTTGCCAGGTG

Prob FAM-ACCCCGCTTAAACCTGCGACG-BHQ1

İstatistiksel analiz
Verilerin istatistiksel analizi IBM SPSS Statistic 22.0 
programı ile gerçekleştirildi. Veriler % oran olarak 
ifade edildi ve iki değişkenin veri analizi Pearson Ki 
kare testi ile yapıldı.

Bulgular 
Real-time PCR sonrası analiz edilen 41 rodent dalak 
örneğinin 6’sı (%14,63) Bartonella spp. yönünden 
pozitif saptandı. Belirgin logaritmik faz gösteren ro-
dent örneklerinin, pozitif amplifikasyon eğrileri Şekil 
2’de gösterilmiştir. PCR analizi ile pozitif saptanan 
örneklerin 2 (%4,87)’si Zonguldak, 3 (%7,31)’ü Bursa, 
1 (%2,43)’i ise Sivas kırsalından toplanan rodentlere 
aittir (Tablo 3). Bartonella pozitifliği açısından örnek-
lem lokasyonları arasında istatistiksel anlam sapta-
namamıştır (P > 0,05). 

Tablo 2. Yerleşim birimlerine göre Bartonella spp. pozitif sonuçlar ve yüzde oranları.
Lokasyon Örnek sayısı Real-time PCR pozitif örnek sayısı Pozitiflik % oran P değeri
Sivas 9 1 %2,43

> 0,05

Yozgat 5 - -
Bursa 10 3 %7,31
Ankara 10 - -
Van 3 - -
Zonguldak 4 2 %4,87
Toplam 6 %14,63
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Şekil 2. Bartonella spp. pozitif rodent örneklerinin amplifikasyon eğrileri

Tartışma ve Sonuç
Zoonotik Bartonella türlerinden bazılarının (B. eli-
zabethae, B. vinsonii subsp. arupensis, B. grahamii, 
B. washoensis ve B. tribocorum) kemirgen populas-
yonları ile ilişkili olduğu rapor edilmiştir (Vayssier 
ve ark. 2009; Kosoy 2010; Vijay 2012; Kandelaki ve 
ark. 2016). Günümüzde, kemirgen kaynaklı zoonotik 
hastalıklar açısından moleküler çalışmaların sayısının 
arttırılması ve epidemiyolojik araştırmalarla destek-
lenmesi gerekmektedir. Bartonella spp. ile konakçı-
ları arasında ilişkilerin açığa çıkarılması, hastalığın 
yeterince tanınabilmesi açısından bu tür çalışmalar 
önem arz etmektedir (Abbot ve ark. 2007). Bu ça-
lışmada, sınırlı örneklem büyüklüğüne rağmen, Bar-
tonella türlerine konakçılık veya rezervuarlık yaptı-
ğı bilinen rodentlerde etkenin moleküler prevalans 
araştırılmış ve yaygınlığı %14,63 olarak tespit edil-
miştir. Dünyada Bartonella spp. varlığını belirlemeye 
yönelik yabani memelilerde birçok araştırma bulun-
maktadır (Jardine ve ark. 2005; Brinkerhoff 2008; Ab-
bot 2007; Karagöz ve ark. 2013, Çelebi ve ark. 2015). 

Karagöz ve ark. (2013), İç Anadolu Bölgesi’n-
de kültür ve PCR yöntemi ile tarla farelerinde total 
Bartonella spp. pozitifliğini %57,1 olarak bildirmiş-
tir. Çelebi ve ark. (2015), Batı Karadeniz Bölgesinde 

yaptıkları moleküler bir çalışmada, Bartonella pozi-
tifliğini yabani rodentlerde %63,6 olarak belirlemiş-
lerdir. Söz konusu araştırıcıların örnekleri topladığı 
coğrafi bölgeler göz önüne alındığında, ılıman ikli-
me sahip olan bu tür bölgelerde yüksek Bartonel-
la pozitifliğinin saptanabileceği öngörmektedir. Bu 
çalışmada Bartonella spp.’nin moleküler prevalan-
sının daha düşük olmasının nedenleri net değildir. 
Fakat, çalışma alanlarının dağınıklığı, ekolojik olarak 
farklı bölgelerden örnek toplanması ve örneklenen 
hayvanların habitatları etkenin potansiyel vektör ve 
konakçı türlerinin farklılığı temel nedenler olarak 
sayılabilir. Aynı şekilde, ılıman ve yağışlı iklime sa-
hip Zonguldak ve Bursa kırsalından toplanan rodent 
örneklerinde, diğer yerleşim birimlerine kıyasla çok 
daha yüksek pozitiflik elde edilmesi, bu öngörüyü 
doğrulamaktadır. 

Memelilerde saptanan Bartonella enfeksiyon-
ları, etkenin bulaştırılmasında önemli rol oynayan 
vektör yoğunluğuna bağlı olarak değişebilmekte-
dir (Chomel ve ark. 1995). Sığırcı ve Ilgaz tarafından 
(2013), kedilerde B. henselae prevalansı kültür yön-
temi araştırılmış ve 16S-23S rRNA interjenik bölge 
sekansı ile tür identifikasyon gerçekleştirilmiştir. Pire 
istilası olan kedilerde prevalansı %37,5 (48/18) be-



Karataş Yeni D. Rodentlerde yaygın bir zoonotik etken: Bartonella 67

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 32, Sayı 1, 2021, 63-68

lirlenirken, pire enfestasyonu olmayan kedilerde bu 
oran %18,8 (48/9) olarak saptanmıştır. Araştırmacı-
lar, örneklerin toplanma zamanlarındaki mevsimsel 
farklılıklara ve dönemsel pire enfestasyonlarına para-
lel olarak oluşan bakteriyemi durumuna dikkat çek-
mişlerdir. Buna paralel olarak bu çalışmada, ılıman 
iklimli yerleşim birimlerinde örneklenen rodentlerde 
saptanan yüksek pozitiflik, rodentlerde vektörel en-
festasyonları akla getirmiştir. Aynı zamanda, avlanan 
kediler kemirgenlerin yakalanması veya yutulması 
sırasında üzerindeki çeşitli vektörlere (pire vb) ma-
ruz kalabilirler (Castle ve ark. 2004, Kamani ve ark. 
2013). Bu şekilde gerçekleşebilecek rodent kaynaklı 
bulaşma senaryoları, kemirgen-kedi-insan döngü-
sü araştırılarak açıklığa kavuşabilir (Gutiérrez 2015; 
Kevin ve ark. 2004). Bartonella spp. etkeninin akta-
rımında rol oynayan vektörlerin, iklime bağlı olarak 
çoğalma yeteneklerinin değişebilmesinden dolayı, 
konakçı-vektör-bakteriyemi ilişkisini gözlemleyebi-
leceğimiz çalışma modellerine ihtiyaç duyulmakta-
dır.

Bartonella spp’nin kültürel yöntemlerle teş-
hisinde, etkenin fakültatif intrasellüler oluşu ve  in 
vitro kültürünün zor olmasına bağlı olarak çeşitli ak-
saklıklarla karşılaşılmaktadır. Ayrıca etkenin bu yön-
temlerle tanımlanması bazen haftalarca sürebilmek-
tedir (Diaz 2012). Günümüzde Bartonella spp’nin 
konvansiyonel yöntemlerle tanımlanmasında kar-
şılaşılan güçlükler sebebiyle, moleküler yöntemler 
teşhiste önem kazanmıştır (Çelebi 2008; Polat 2010). 
Bu çalışmada rodent doku örneklerinden Bartonella 
spp.’nin teşhisi, Real-time PCR ile kısa zamanda ve 
güvenilir bir şekilde gerçekleştirilmiştir. Bu şekilde, 
hayvanlar ve insanlara yönelik potansiyel bir tehdit 
oluşturan Bartonella etkenlerinin tespitinde, diğer 
çalışmalara benzer şekilde Real-time PCR’nin vete-
rinerlik ve halk sağlığı alanında etkili bir diagnostik 
yöntem olabileceği belirlenmiştir.

Çalışma sonuçları, Bartonella spp. pozitif kemir-
genlerin, Bartonellozun bulaşmasında rol alabilece-
ğini düşündürmüştür. Bartonella türlerinin, bulaşıcı 
zoonoz etkenler olarak, farklı coğrafi birimlerde, kır-
sal ve kentsel alanlarda kemirgenler arasındaki yay-
gınlığı önemli halk sağlığı problemleri oluşturabil-
mektedir. Hastalığın ekolojik döngüsüne katkısı olan 
rodentler de dahil olası tüm konak türleriyle ilgili 
yapılacak bu tür çalışmaların koruma kontrol uygu-
lamaları açısından fayda sağlayacağı umulmaktadır.
Deney hayvanlarının kullanımına ilişkin Etik Ku-
rul, diğer etik kurul kararları ve izinleri: Bu çalış-
ma, TC. Tarım ve Orman Bakanlığı, Veteriner Kontrol 
Merkez Araştırma Enstitüsü Müdürlüğü Yerel Etik 
Kurulu tarafından 2011/4 sayı ve 19.07.2011 tarihli 

izin ile onaylanmıştır. Doğal ve Milli parklar Genel 
Müdürlüğü tarafından 26.08.2011 tarih ve 8726 sa-
yılı yazı ile araştırma izin belgesi düzenlenmiştir.
Çıkar çatışması: Çıkar çatışması yoktur.
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Özet: Silajın daha iyi korunmasını sağlamak ve geliştirmek için çeşitli katkı maddeleri mevcuttur. Bu silaj katkıları 
içinde en yaygın kullanıma sahip olanlardan biri de laktik asit bakterilerini içeren mikrobiyal inokulantlardır. Havaya 
maruz kaldıktan sonra birkaç gün boyunca şaşırtıcı şekilde sıcaklığı artmayan (aerobik kararlılık gösteren) mısır silaj-
larından izole edilen Lactobacillus buchneri bakterilerinin inokulant olarak silajlarda kullanımına ilişkin çalışmalar bu 
alanda son 20 yılda en ilgi çeken konulardan biri olmuştur. Günümüzde L. buchneri, silaj inokulantlarında kullanılan 
ana heterofermantatif laktik bakteridir. Bu bakteri laktik asidi asetik aside ve diğer ürünlere dönüştürebilir. Asetik asit, 
silajların ısınmasına ve bozulmasına neden olan mayaların ve küflerin iyi bir inhibitörüdür. Böylece L. buchneri silajın 
aerobik stabilitesini, başka bir deyişle silo ve yemlik ömrünü artırır. Bu derlemede, L. buchneri’nin silaj açısından öne 
çıkan temel özellikleri, silajın korunmasında sağladığı olumlu etkiyi oluşturma şekli ve silajda inokulant olarak kulla-
nımında etkinliğini etkileyen etmenler hakkında bilgi vermektedir.
Anahtar kelimeler: Aerobik stabilite, Lactobacillus buchneri, Silaj

The unique activity of Lactobacillus buchneri in silage
Abstract: A variety of additives are available to improve ensiling and to provide better protection for silage. Micro-
bial inoculants containing lactic acid bacteria are the most widely used among these silage additives. Studies on the 
use of Lactobacillus buchneri bacteria as inoculant in silages, isolated from maize silages, whose temperature does 
not increase surprisingly for several days after exposure to air (indicating aerobic stability), has been one of the most 
interesting topics in this field over the last two decades. Today, L. buchneri is the main heterofermantative lactic acid 
bacteria used in silage inoculants. These bacteria can convert lactic acid into acetic acid and other products. Acetic 
acid is a good inhibitor of yeasts and molds that result in heating and spoiling of silage. In this way, L. buchneri in-
creases the aerobic stability of silage, in other words, life of silo and feeder. This review gives information about the 
prominent characteristics of L. buchneri in terms of silage, the way it develops the positive effect in the preservation 
of silage, and the factors affecting its effectiveness when used as an inoculant in silage.
Keywords: Aerobic stability, Lactobacillus buchneri, Silage

Giriş
Bitki yüzeylerinde, bitkilerin doğal yapısında olduğu 
gösterilmiş olan belirli türlerde laktik asit bakterileri 
bulunur. Silaj yapımı temelde bu epifitik laktik asit 
bakterilerine bağlıdır. Laktik asit bakterilerinin bitki-
ler üzerindeki rolü tam bilinmemekle birlikte hasarlı 
bitki kısımlarında, hasarlı olmayan bitki kısımlarından 
daha fazla sayıda bulunmalarından dolayı bitkileri 
istenmeyen mikroorganizmalardan (organik asitler, 
bakteriyosinler ve antifungal ajanlar gibi antagonis-
tik bileşikler üreterek) korudukları veya çoğalmaları-
nı sınırladıkları düşünülmektedir. Silolama sürecinde 
ise homofermentatif laktik asit üreten (Lactobacillus, 
Streptococcus ve Pediococcus türlerini içeren) bakte-
riler pH’yı düşürerek bozulmaya neden olan mikro-
organizmaları baskılar (Holzer ve ark. 2003).

Silaj havaya (oksijene) maruz kaldığında, bazı 
fırsatçı mikroorganizmalar metabolik olarak aktif 
hale gelir, ısı üretir ve silajdaki besinleri (en başta lak-
tik asidi) tüketerek bozulmaya neden olur. Saccha-
romyces, Candida, Cryptococcus ve Pichia gibi laktat 
asimile eden mayalar (laktik asidi hızla karbondioksit 
ve suya metabolize ettiği için) silajlarda aerobik bo-
zulmanın birincil nedeni olarak gösterilmiştir. Ancak 
daha az ölçüde küfler, basiller, asetik asit bakterileri 
ve muhtemelen laktik asit bakterileri de bozulma-
da rol oynar. Bu nedenle homofermentatif laktik asit 
bakterilerinin silajdaki koruyucu etkinliği kalıcı değil-
dir (Woolford, 1990).

Silolamanın ilerleyen aşamalarında mikrobiyal 
çeşitliliğin değişmesi (özellikle farklı laktik asit bak-
teri türlerinin, Tablo 1), farklı türlerin birbirinin yerine 
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geçmesi, fermantasyon dönemi boyunca gelişen ve 
değişen dinamik bir süreçtir (Drouin ve ark. 2019). 
Bitki materyali silaj yapımı için hasat edildikten, sı-
kıştırıldıktan ve hava almayacak şekilde kapatıldık-
tan sonra başlayan anaerob fermantasyon sürecinde 
zamana bağlı olarak baskın olan bakteri türleri fark-
lılaşmaktadır. Heterofermentatif laktik asit bakterile-
ri, silajdaki laktik asit bakterilerinin baskın grubudur. 
Silolama periyodunun dördüncü gününden sonra 

fermantasyon süreci ilerledikçe mikrobiyotada bas-
kınlık L. brevis, L. plantarum ve özellikle L. buchne-
ri’ye doğru kayar (Holzer ve ark. 2003).

Bu derlemenin amacı, L. buchneri’nin silaj açı-
sından öne çıkan temel özellikleri, silajın korunma-
sında sağladığı olumlu etkiyi nasıl oluşturduğu ve si-
lajda inokulant olarak kullanımı sırasında etkinliğini 
etkileyen faktörler hakkında bilgi vermektedir.

Tablo 1. Silajda sık bulunan Lactobacillus cinsi homo- ve heterofermantatif laktik asit bakterileri (Holzer ve ark. 2003)
Laktik asit bakterileri Baskın fermente etme özellikleri Türler

Grup I: 
Obligat (zorunlu) 
homofermentatifler

Bu türler, heksozları Embden-Meyerhof yoluyla laktik aside 
dönüştürür, ancak pentozları veya glukonatı fermente edemez.

L. acidophilus
L. delbrueckii
L. helveticus
L. farciminis
L. lactis
L. bovis

Grup II: 
Fakültatif heterofermentatifler

Bu mikroorganizmalar genellikle heksozları homofermentatif 
olarak laktik aside fermente eder, ancak özel koşullar altında 
laktik asitten heterofermentatif metabolizma ile karbondioksit 
ve etanol (veya asetik asit) meydana gelir. Asetik asit üretimi, 
örneğin fruktoz veya moleküler oksijenin azaltılması yoluyla, 
NAD+’nin etanol oluşmadan rejenere edilebildiği koşullar 
altında meydana gelir. Pentozlar, fosfoketolaz yoluyla laktik ve 
asetik aside fermente edilir.

L. alimentarius
L. casei
L. curvatus
L. sakei
L. paralimentarius
L. plantarum
L. pentosus

Grup III: 
Obligat (zorunlu) 
heterofermentatifler

Heksozlar laktik asit, karbon dioksit ve etanole (veya alternatif 
bir elektron alıcısı varlığında asetik aside) fermente edilir. 
Pentozlar, laktik ve asetik aside dönüştürülür.

L. buchneri
L. brevis
L. fermentum
L. reuteri
L. fructivorans
L. sanfranciscensis

Lactobacillus buchneri’nin temel özellikleri
Henneberg tarafından ilk kez 1903 yılında Bacillus 
buchneri olarak bildirilen L. buchneri, gram pozitif, 
spor oluşturmayan, anaerobik, çubuk prokaryot ve 
zorunlu heterofermantatif bir bakteridir. L. buchneri 
düşük ısıya duyarlıdır ve yavaş çoğalır (Vos ve ark. 
2009). İnsan bağırsağı, domuz dışkısı, rumen sıvısı, 
biyoetanol işleme artıkları, turşu suyu, fermente sa-
latalık, filtresiz malt bira ve silajdan izole edilmiştir 
(Tanizawa ve ark. 2020).

Silaj açısından L. buchneri’nin temel özellikleri 
ise (1) Laktik asidi anaerobik yıkımlaması, (2) Ferulik 
asit esteraz (FAE) ile (3) Bakteriyosin üretmesidir.
(1) L. buchneri fermantasyon süreci sırasında hem 
aerobik hem de anaerobik koşullar altında laktik asit 
ve diğer metabolitlerle birlikte bozulma mikroor-
ganizmalarını baskılayıcı aktiviteye sahip asetik asit 
üretir (Danner ve ark. 2003; Eikmeyer ve ark. 2015). 
Anaerobik ve asidik koşullar altında laktik asidi ase-
tik asit, etanol ve 1,2-propandiole dönüştürebilen L. 
buchneri’nin hücre canlılığının korunmasına katkıda 

bulunan bu metabolik yol Şekil 1’de gösterilmiştir 
(Oude Elferink ve ark. 2001). 

Asetik asit oluşumunu sağlama L. buchneri’yi 
silaj fermantasyonunu geliştirmek ve küf ile maya-
ların neden olduğu aerobik bozulmayı ve ısınmayı 
önlemek için çoğu çiftlikte yararlı bir inokulant ​​hali-
ne getirmektedir. Buna karşılık, L. buchneri salatalık 
turşularının korunma süreci açısından zararlı ve bira 
üretiminde kirletici (kontaminant) olarak tanımlan-
mıştır. Bu nedenle L. buchneri, ekonomik ve hijyenik 
açıdan önemli bir gıda starteri veya bir gıda bozu-
cusu olarak birbirine zıt aktiviteler sergiler (Tanizawa 
ve ark. 2020).

L. buchneri, 1,2-propandiolü propanol ve pro-
piyonik aside metabolize edememekte, silajda bulu-
nan L. diolivorans ve L. reuteri gibi Lactobacillus’lar 
bu dönüşümü yapmaktadır (Muck ve ark. 2018). Fa-
kat yeni tür L. buchneri A KKP 2047 p’nin de labora-
tuvar koşullarında 1,2-propandiolü propiyonik aside 
metabolize edebildiği bildirilmiştir (Zielinska ve ark. 
2017).
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Şekil 1. Lactobacillus buchneri’nin laktik asidi asetik 
asit ve 1,2-propandiole anaerobik yıkımlama yolu 
(Oude Elferink ve ark. 2001)

(2) Asetik asit üretebilmenin yanı sıra bazı L. buch-
neri suşları, FAE üretebilme kapasitesi ile silajda lif 
sindirilebilirliğini arttırma potansiyeli de taşır (Nse-
reko ve ark. 2008; Kang ve ark. 2009; Muck ve ark. 
2018) Ferulik asit, bitki hücre duvarındaki lignin ve 
hemiselüloz arasındaki şekerlerle feruloil ester bağ-
larını oluşturur. FAE, kaba yem sindirilebilirliğinin 
birincil sınırlayıcı faktörlerinden biri olan bitki hücre 
duvarından ferulik asidin ayrılmasını sağlar ve böy-
lece doğrudan lif sindirimini, başka bir deyişle bitki 
hücre duvarının selülolitik veya ksilanatik hidrolize 
duyarlılığını arttırır (Nsereko ve ark. 2008; Kang ve 
ark. 2009; Raffrenato ve ark. 2017). 

Silaja inokule edilen L. buchneri’nin in vitro lif 
sindirilebilirliği üzerindeki etkileri ise tutarsız olmuş-
tur (Kang ve ark. 2009; Comino ve ark. 2014; Muck 
ve ark. 2018). İstenilen etkiyi yaratmadaki bu tutar-
sızlık, silajda FAE’ın etkinlik koşullarının her zaman 
sağlanamaması, ortamda yeterli miktarlarının bu-
lunmaması ve L. buchneri’nin FAE sentezleme kabi-
liyetine (suşuna) bağlı olabilir (Muck ve ark. 2018). 
(3) L. buchneri’nin bir diğer özelliği, patojenler de 
dahil olmak üzere bazı gram pozitif bakterilerin 
büyümesini engelleyen antibakteriyel peptit buch-
nericin LB’yi üretebilme yeteneğine sahip olmasıdır. 

Buchnericin LB, test edilen farklı bakteri (Listeria, 
Bacillus, Enterococcus, Micrococcus, Lactobacillus, 
Leuconostoc, Pediococcus ve Streptococcus) türlerine 
karşı geniş bir inhibitör spektruma sahiptir (Yıldırım 
ve Yıldırım 2001, Yıldırım ve ark. 2002)

Aerobik olarak bozulmuş silajlarda gerçekle-
şebilen Clostridia sınıfı bakterilerin çoğalması riski 
L. buchneri inokulasyonu ile aerobik stabilite iyi-
leştirilerek azaltılabilir (Tabacco ve ark. 2009). Silaj 
yapımı sırasındaki hatalar, fermantasyon yetersizli-
ği ve yemleme yönetimi eksiklikleri sonucu silajda 
bulunabilecek patojen Escherichia coli (özellikle E. 
coli O157: H7) ve Listeria monocytogenes’e karşı L. 
buchneri’nin tek başına veya kombine inokulasyonu; 
sağladığı pH, asetik asit artışı ve bakteriyosin(ler) ile 
bu bakteriler üzerinde önemli bir baskılanma oluş-
turmuştur (Queiroz ve ark. 2018). 

Lactobacillus buchneri’nin silajın bozulmasını 
geciktirmesi
Birçok çiftlikte, silaj genellikle yemlemeden önce ve 
yemleme sırasında değişen düzeylerde aerobik bo-
zulmaya maruz kalır. Örneğin, silolardan her öğün 
yeterli miktarda silajın çıkarılamaması, silajın iyi sı-
kıştırılmaması veya örtülmemesi/paketlenmemesi 
yemlemeden önce silajların bozulmasının yaygın 
nedenleridir. İşgücünü azaltmak için bazı üreticiler 
sadece her iki veya üç günde bir yemleme yaparak 
düveleri ve besi sığırlarını beslemeyi seçtiğinde veya 
silaj kamyonlarla satın alındığında ve taşındığında 
birkaç gün boyunca açıkta havaya maruz kalır. Bu 
gibi nedenlerle aerobik bozulmaya uğramış silajlar-
da kuru madde kaybı artar, besin madde değerleri 
düşer, bozulan silajı tüketen hayvanların verimi ve 
sağlığı (mikotoksin üreten küflerin veya patojenlerin 
gelişimi sonucu) olumsuz etkilenir ve bozuk silajdan 
çıkan gazlar ile bozuk kısımlarının atılması çevreye 
zarar verir. (Driehuis ve Oude Elferink 2000; Ranjit ve 
Kung 2000). Bozulmuş silaj, besin kaybına uğradığı 
ve bu silajla beslenen hayvanlar daha az verimli ol-
duğu için net çiftlik gelirinde düşüşe neden olur. Bu 
nedenle, silajların aerobik stabilitesini iyileştirmek, 
üreticilere ekonomik açıdan önemli artılar sağlaya-
bilir (Kleinschmit ve Kung 2006). 

Silolama/saklama ve yemleme sırasında havaya 
maruz kalma, silajlarda bozulmanın hızla başlaması-
na neden olur. Silajda bozulmanın birincil başlatıcı-
ları olan ve laktik asidi metabolize edebilen mayalar, 
silaj pH’sında artışa yol açar. Silaj ortamındaki bu 
temel değişiklikler, fırsatçı bakteri ve mantarların da 
çoğalmasına yol açarak daha fazla bozulmaya ne-
den olur (Woolford, 1990). 
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Çoğu bakteriyel silaj inokulantları, fermantas-
yon işlemi sırasında öncelikle laktik asit üretir. Silaj 
inokulantlarında kullanılan en yaygın laktik asit üre-
ten bakteriler Lactobacillus plantarum, L. acidophilus, 
Pediococcus cerevisiae, P. acidilactici ve Enterocccus 
faecium’dur. Bu bakterilerin fermantasyon sırasında 
pH düşüşünü arttırdığı, silaj kuru madde kayıplarını 
azalttığı ve birçok durumda hayvan performansını 
arttırdığı gösterilmiştir. Bununla birlikte, homofer-
mantatif bakteriyel inokulantlar tarafından üretilen 
silaj fermantasyon ürünleri, bazen silaj havaya  ma-
ruz kaldığında inokulasyon yapılmamış silajlardan 
daha az stabil olan silaja neden olabilir. Çünkü ho-
mofermantatif bakteriler tarafından üretilen laktik 
asit, havaya maruz kalan silajda hızla çoğalan laktat 
asimile edici bazı maya ve küf türleri tarafından ko-
layca metabolize edilir (Combs ve Hoffman 2001).

Silolamada istenilen fermantasyonu kontrol et-
mek (laktik asidin hızlı üretimini ve bunun sonucun-
da pH’daki daha hızlı ve fazla azalmayı sağlamak) 
için kullanılan homofermantatif inokulantlar, mısır 
silajlarının aerobik bozulmasını arttırır (Muck 2004). 
Çünkü bu fermantasyonlarda silajı aerobik bozul-
ma mikroorganizmalarına karşı korumak için ye-
terli uçucu yağ asidi (özellikle asetik asit) üretilmez 
(Moon 1983). Bu noktadan hareketle Muck (1996), L. 
buchneri inokule edilmesinin silajlar havaya maruz 
kaldıklarında bozulmayı geciktirebileceğini (aerobik 
stabilitenin artabileceğini) öne süren ilk kişidir.

Mısır silajlarına inokule edilen L. buchneri’nin 
oluşturduğu ana değişiklikler aşağıda sıralanmıştır:
a) Laktik asit azalışı ve asetik asit artışı (Driehuis 
ve ark. 1999; Filya 2003; 2006; Nishino ve ark. 2003; 
2004; Kleinschmit ve ark. 2005; Kleinschmit ve Kung 
2006; Hu ve ark. 2009; Kristensen ve ark. 2010; Sch-
midt ve Kung 2010; Queiroz ve ark. 2013; Drouin ve 
ark. 2019)
b) Laktik asitin asetik asite oranında düşme 
(Ranjit ve Kung 2000; Kleinschmit ve ark. 2005; Kang 
ve ark. 2009; Kristensen ve ark. 2010; Tabacco ve ark. 
2011; Queiroz ve ark. 2013; Drouin ve ark. 2019)
c) 1,2-Propanediol artışı (Driehuis ve ark. 1999; 
Nishino ve ark. 2003; 2004; Hu ve ark. 2009; Mari ve 
ark. 2009; Kristensen ve ark. 2010; Schmidt ve Kung 
2010)
d) Etanol artışı (Nishino ve ark. 2003; Filya ve ark. 
2006; Kleinschmit ve ark. 2005; Hu ve ark. 2009; 
Kang ve ark. 2009; Schmidt ve Kung 2010)
e) Final pH’da artış (Driehuis ve ark. 1999; Ranjit ve 
Kung 2000; Filya 2003; 2006; Nishino ve ark. 2003; 

2004; Kleinschmit ve Kung 2006; Hu ve ark. 2009; 
Kristensen ve ark. 2010; Schmidt ve Kung 2010)
f) Maya sayısında azalma (Driehuis ve ark. 1999; 
Ranjit ve Kung 2000; Filya ve ark. 2006; Kleinsch-
mit ve ark. 2005; Kleinschmit ve Kung 2006; Hu ve 
ark. 2009; Kristensen ve ark. 2010; Schmidt ve Kung 
2010; Tabacco ve ark. 2011)
g) Aerobik stabilite artışı (Driehuis ve ark. 1999; 
Ranjit ve Kung 2000; Filya 2003; 2006; Nishino ve 
ark. 2004; Kleinschmit ve ark. 2005; Kleinschmit ve 
Kung 2006; Hu ve ark. 2009; Kang ve ark. 2009; Mari 
ve ark. 2009; Kristensen ve ark. 2010; Schmidt ve 
Kung 2010; Tabacco ve ark. 2011; Queiroz ve ark. 
2013)
h) Kuru madde kaybında artış (Driehuis ve ark. 
1999; Filya 2003; 2006; Nishino ve ark. 2003; Kleins-
chmit ve Kung 2006; Hu ve ark. 2009) 

L. buchneri inokule edilmiş mısır silajlarında lak-
tat ve asetat konsantrasyonlarında oluşan farklılıklar, 
hem bakteri hem de mantar popülasyonlarını etkiler 
ve fermantasyon sürecinde farklı etmenlere de bağlı 
olarak silaj mikrobiyal popülasyon çeşitliliğinde spe-
sifik değişiklikler oluşturur (Drouin ve ark. 2019).

Aktif fermantasyon sırasında laktik asit ve daha 
sonra laktik asitten bir miktar asetik asit üreten L. 
buchneri’nin silajın korunmasındaki temel rolü, si-
lajda sağladığı asetik asit artışı ile bazı mayaların 
çoğalmasını baskılaması ve silajların aerobik stabi-
litesini (yedirilmek için açıldığında oksijene maruz 
kalan silajın ısınmaya karşı gösterdiği direnci süre 
açısından) arttırması, diğer bir anlatımla silajın bo-
zulmasını geciktirmesidir (Combs ve Hoffman 2001; 
Borreani ve ark. 2018).

L. buchneri inokule edilmiş silajdaki maya ve küf 
çoğalması, inokulasyon yapılmamış silajlara göre si-
lajın açılması sonrası daha düşük olmaktadır. Sonuç-
ta, silaj havaya maruz kaldığında L. buchneri inokule 
edilen silajın sıcaklığı kolayca yükselmez ve sıcak 
havalarda bile birkaç gün boyunca ortam sıcaklığı-
na benzer olma eğilimini korur (Combs ve Hoffman 
2001).

Aerobik stabilite, 23±1°C’lik bir odada havaya 
maruz kaldıktan sonra silaj kütlesinin sıcaklığının 
2°C artmasına kadar geçen süre (saat) olarak tanım-
lanır. Mısır silajına L. bucheri inokulasyonu aerobik 
stabiliteyi silolamanın 8-9. ayında 46 saatten 76 sa-
ate (Mari ve ark. 2009) ve silolamanın 120. gününde 
27 saatten 44 saate (Queiroz ve ark. 2013), yine silo-
lamanın 120. gününde 44 saatten 136 saate (Schmi-
dt ve Kung 2010) çıkartmıştır.



Önol M ve Önol İD. Lactobacillus buchneri’nin silajdaki eşsiz etkinliği 73

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 32, Sayı 1, 2021, 69-76

Silajın aerobik olarak stabil olması durumunda 
L. buchneri’nin heterofermantatif fermantasyonuna 
bağlı olarak silaj kuru madde kaybı (yaklaşık %1-2), 
aslında L. buchneri’yi homofermantatif bakteriyel 
inokulantlara göre daha az arzu edilen bir silaj ino-
kulantı yapabilir (Contreras-Govea ve Muck 2006; 
Kleinschmit ve Kung 2006; Borreani ve ark. 2018). 
Ancak uzun süreli depolama ve yemleme sırasında 
silajın aerobik stabilitesideki iyileşmeler daha fayda-
lıdır ve bu nedenle heterofermantasyondan kaynak-
lanan düşük kuru madde kayıpları daha az önem-
li hale gelir (Nishino ve ark. 2003; Borreani ve ark. 
2018; Muck ve ark. 2018). Heterolaktik fermantas-
yondan kaynaklanan kuru madde kayıpları ile daha 
yüksek asetik asit düzeylerinin yem tüketimi üzerin-
deki olumsuz etkilerine ilişkin endişelerin ise yersiz 
olduğu kanıtlanmıştır (Muck ve ark. 2018).

Silaj inokulantı olarak Lactobacillus buchneri’nin 
etkinliğini etkileyen etmenler 
L. buchneri’nin ne zaman en etkili olacağı konusunda 
temel yaklaşım, silajda zayıf aerobik stabilite ile ilgi-
li sorunların beklendiği koşullar altında L. buchneri 
inokulasyonunun faydalı olacağıdır. Bunlar yanında, 
inokulant olarak kullanımı sırasında dikkat edilmesi 
gereken noktalar da L. buchneri’nin etkinliğini değiş-
tirebilir (Combs ve Hoffman 2001; Web 2020).

(a) Silajda aerobik stabilite sorunlarına yol 
açabilecek etmenler
- Silo tipi: Geniş açık yüzeylere sahip toprak üzeri 
basit (yığın) silolar, yan duvarları beton silolar, hen-
dek (çukur) silolar gibi aerobik stabilite açısından 
daha büyük riske sahip olan silolarda L. buchneri 
uygulaması daha net sonuçlar vermektedir (Web 
2020).
- Silaj yönetimi: Silajın yapımı ve kullanımı sırasın-
da aerobik stabilitesini azaltabilen faktörler arasın-
da silolanacak ürünün önerilen nem ve doğrama 
uzunluğunda olmaması, yetersiz sıkıştırma/yoğun-
luk, silaj yapımı sırasında yüksek ortam sıcaklıkları, 
silonun yavaş doldurulması, iyi kapatılmaması veya 
paketlenmemesi (sızdırmazlık), silodan düşük silaj 
alımı (çıkarma oranı) ve dağıtım hızı ile zayıf yemlik 
yönetimi (yemlikte uzun kalış süresi) yer alır. İnoku-
lasyon yapılmamış veya laktik asit üreten bakteri(ler) 
inokule edilmiş silajların silodan alımı sırasında ısın-
ma geçmişine sahip olduğu durumlarda L. buchne-
ri’nin aerobik stabiliteyi iyileştirmesi olasıdır (Combs 
ve Hoffman 2001; Bernardes ve ark. 2018; Borreani 
ve ark. 2018; Web 2020).
- Silaj çeşidi: Mısır silajı (özellikle yüksek kuru mad-
deli mısır silajları), diğer hasıl silajları ve yüksek 

nemli tane mısır silajı, havaya maruz kaldıktan sonra 
baklagil veya çayır silajlarından daha fazla bozulma-
ya karşı hassastır. Hassas olan silajlara L. buchneri 
inokulasyonu yarar sağlayabilir. Eğer aerobik stabili-
te bir problemse, L. buchneri baklagil silajına da uy-
gulanabilir (Combs ve Hoffman 2001; Zhou ve ark. 
2016; Borreani ve ark. 2018). Hibrit tohumun çeşidi 
de mısır silajlarına uygulanan L. buchneri inokulas-
yonunun etkinliğini değiştirmektedir (Schmidt ve 
Kung 2010). 
- İklimsel koşullar: Sıcak iklimlerde, tahıl silajlarının 
bozulma olasılığı daha da yüksektir, çünkü aerobik 
mayalar yüksek sıcaklıklarda daha aktiftir (Contre-
ras-Govea ve Muck 2006; Kristensen ve ark. 2010; 
Zhou ve ark. 2016; Borreani ve ark. 2018). Büyüme 
mevsiminin sıcak ve iklimin nemli olduğu bölgelerde 
yetiştirilen mısırlardaki yüksek epifitik Lactobacillus 
bakteri sayısı inokulantların etkinliğini değiştirebilir 
(Queiroz ve ark. 2013). Mısır silajının silolanma süre-
cinde L. buchneri büyümesi için alt sınır çevre sıcak-
lığı 15°C’dir. Silolama sürecinde çevre sıcaklığı 25°C 
olduğunda fermantasyonun 60. gününde hakim La-
ctobacillus popülasyonu L. buchneri olmuştur (Zhou 
ve ark. 2016).
- Bitkinin olgunluk dönemi: L. buchneri içeren bir 
inokulantın farklı olgunluk aşamalarında hasat edi-
len mısır silajının fermantasyon ürünleri ve aerobik 
stabilitesi üzerindeki etki düzeyleri birbirinden farklı 
bulunmuştur (Comino ve ark. 2014).
- Silolanacak ürünün bileşimi: Mısırın özellikle 
kuru madde ve suda eriyebilir karbonhidrat (şeker) 
içeriği silolamadaki fermantasyon akışı ve mikrobi-
yal popülasyon üzerinde etkilidir (Bernardes ve ark. 
2018). Orta derecede yüksek kuru madde içeriğine 
sahip silajların sıkıştırılması daha zor olduğundan 
çiftlik silolarının yönetilmesi daha zordur. L. buchne-
ri’nin etkisi, orta derecede yüksek kuru madde içeri-
ğine sahip mısır silajında daha belirgindir (Hu ve ark. 
2009; Comino ve ark. 2014). Yüksek miktarda nişasta 
veya şeker içeren mısırdan yapılan silajlar, mikrobiyal 
aktivite için içerdiği bol miktardaki substrat nedeniy-
le bozulmaya daha duyarlı olacak ve olasılıkla daha 
fazla maya içerecektir (Contreras-Govea ve Muck 
2006). Çok düşük pH’ya direnç gösteremeyen L. bu-
chneri için silolanacak mısırın %33’ün altında kuru 
madde içermesi uygun değildir (Jones 2019).

(b) İnokulant olarak kullanımı sırasında dikkat 
edilmesi gereken etmenler
- Spesifik suş: L. buchneri’nin silajların aerobik sta-
bilitesini geliştirmedeki etkinliği suşa göre değişik-
lik gösterir. Daha etkin suş (laktik asitten asetik asit 
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üretebilme veya FAE sentezleme etkinliği) veya kaba 
yem çeşidine özgün etkin suş konuları hâlâ araştırıl-
maktadır (Ranjit ve Kung 2000; Muck 2004; Kleins-
chmit ve ark. 2005; Contreras-Govea ve Muck 2006; 
Eikmeyer ve ark. 2015; Silva ve ark. 2018; Tanizawa 
ve ark. 2020; Web 2019, 2020).
- Etkin doz: Silajda aerobik stabilite süresi L. bu-
chneri’nin uygulanan dozuna göre değişir ve 5x105 
CFU/g veya daha fazla inokulasyonun mısır silajla-
rında en etkili olduğunu bildirilmiştir (Driehuis ve 
ark. 1999; Filya ve ark. 2006; Ranjit ve Kung 2000; 
Tabacco ve ark. 2011; Borreani ve ark. 2018). L. buch-
neri ile daha yüksek inokulasyon oranı, diğer silajlara 
göre mısır silajlarında daha tutarlı bir şekilde etkili-
dir. İnokulasyon yapılmayan mısır silajında aerobik 
stabilite 25 saat iken 5x105 CFU/g’dan az L. buchneri 
uygulananlarda 35 saat, 5x105 CFU/g’dan fazla L. bu-
chneri uygulananlarda ise 503 saat olarak belirlen-
miştir (Kleinschmit ve Kung 2006).
- Silajın bekleme süresi: Veriler L. buchneri tara-
fından laktik asidin asetik aside anaerobik dönüşü-
münün hızlı bir şekilde gerçekleşmediğini ve bunun 
belirginleşmesi için yaklaşık 30-60 gün geçmesi ge-
rektiğini göstermektedir (Kristensen ve ark. 2010; 
Borreani ve ark. 2018; Muck ve ark. 2018; Silva ve 
ark. 2018). Queiroz ve ark. (2013) ise bu süreyi 120 
gün olarak belirtmiştir.
- İnokulantın sadece L. buchneri içermesi veya 
kombine olması: L. buchneri ile birlikte birden fazla 
bakteri suşu içeren kombine inokulantlardaki bakte-
rilerin silolama sürecinde farklı yararlı etkileri devam 
etmektedir (Driehuis ve ark. 2001; Hu ve ark. 2009; 
Schmidt ve Kung 2010; Borreani ve ark. 2018; Muck 
ve ark. 2018). Farklı bakteri türlerinin inokulantlara 
dahil edilme oranlarında göreceli farklılıklar ve be-
lirli bir türün suşları arasındaki farklılıklar göz önüne 
alındığında, kombine inokulantlarla elde edilen so-
nuçlardaki değişiklikler şaşırtıcı olmamalıdır (Reich 
ve Kung 2010). Genel olarak kombine inokulantların 
başarısızlıkları, L. buchneri benzeri aktivite sergileyen 
doğal popülasyonun varlığı veya inokulanttaki L. bu-
chneri suşunun herhangi bir nedenle fermantasyo-
nun sonraki aşamalarına hakim olamaması nedeniy-
le ortaya çıkabilir (Muck ve ark. 2018).
- Diğer etmenler: İnokulantın formu (sıvı veya 
kuru), saklama koşulları, sulandırmada kullanılan su-
yun klor düzeyi, sulandırma sonrası kullanım için ge-
çen süre, ürüne uygulanma şekli de L. buchneri’nin 
silajdaki etkinliği açısından dikkate alınması gereken 
etmenlerdir (Contreras-Govea ve Muck 2006).

Sonuç
L. buchneri, anaerobik koşullar altında yüksek mik-
tarlarda asetik asit üreterek silajların aerobik stabili-
tesini arttırmak için kullanılan heterofermentatif bir 
laktik asit bakterisidir (Driehuis ve ark. 1999; Rabelo 
ve ark. 2017). Laktik asitten ek asetik asit oluşumunu 
sağlama L. buchneri için benzersizdir. Aerobik bozul-
ma birincil endişe olduğunda, mısır silajı için hem 
geleneksel homofermentatif suşlar hem de hete-
rofermantatif L. buchneri içeren kombine inokulant 
kullanımı, fermantasyonun ilk aşamalarında pH’nın 
hızlı düşüşünü ve sonraki depolama aşamalarında 
ise asetik asit üretimini sağlar (Holzer ve ark. 2003; 
Borreani ve ark. 2018). Böylece, diğerlerinden üstün 
aerobik stabiliteye sahip yüksek kaliteli (açılan siloda 
ve yemlikte daha uzun süre bozulmadan veya taze 
kalan) silajlar elde edilir.

Derlemede kısıtlar
Bu derlemede sadece L. buchneri’nin mısır silajı üze-
rindeki etkilerine yönelik çalışmalar irdelenmiştir. 
L. buchneri’nin (a) başka silajlar, (b) kombine ino-
kulantlardaki etki değişimi, (c) silajın besin madde 
bileşimi, (d) silajın tüketimi ve sindirilebilirliği, (e) ru-
mende probiyotik etkisi olup olmadığı, (f) verim ve 
çevre kirliliği üzerindeki etkileri ve (g) benzer amaçla 
kullanılan diğer silaj katkı maddeleri ile karşılaştırıl-
ması ele alınmamıştır.
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Özet: Mikrobiyota; canlı vücudunda başlıca, gastrointestinal, deri, solunum, ürogenital sistemin hayati organlarında 
bulunan, bakteri, virus, mantar ve arkeleri ifade eder. Mikrobiyotanın genomu, canlı genomundan 1000 kat daha 
fazla gen dizilimi içerir. Mikrobiyotanın vücutta enerji metabolizması, hepatik fonksiyonlar, immün sistem gelişimi, 
motor sistem ve endokrin fonksiyonları üzerine etkileri vardır. Mikrobiyota kompozisyonu; diyet, antibiyotik kulla-
nımı, stres gibi faktörlerden dolayı bozulabilmektedir ve mikrobiyotanın dengesinin bozulmasına “disbiyozis” denir. 
2007 yılında daha sonraki araştırmalara ışık tutacak olan İnsan Mikrobiyom Projesi faaliyete geçirilmiş ve insan 
mikrobiyotasının özelliklerinin belirlenmesinde büyük önem taşımıştır. Çiftlik ve pet hayvanlarında yapılan çalışma-
lar henüz yenidir. Çiftlik hayvanlarında verim özelliklerinin artmasında, yemden yararlanmanın maksimum düzeyde 
tutulabilmesinde, süt yağının artışında mikrobiyotanın çok önemli bir rolü vardır. Pet hayvanlar, özellikle de köpekler 
ilk çağlardan beri insanoğluna eşlik edip, insanlarla hem yaşam alanını hem de mikrobiyotasını paylaşmaktadır. Evcil 
hayvan varlığının hem yetişkinler için, hem de özellikle yeni doğan çocukların mikrobiyota gelişiminde büyük bir rolü 
olduğu ve astım, alerjik rinit, atopik dermatit gibi alerjik hastalıkların görülme oranını azalttığı kanıtlanmıştır. Veteri-
ner sahada mikrobiyota çalışmaları dünyada henüz son yıllarda çalışılmaya başlanmış olup, gün geçtikçe daha fazla 
araştırma yapılmaktadır ve hala araştırılmayı bekleyen birçok konu bulunmaktadır.
Anahtar kelimeler: Çiftlik hayvanları, kanatlı, mikrobiyota, pet, probiyotik

Current microbiota concept in veterinary medicine
Abstract: Microbiota refers to bacteria, viruses, fungi and archaea which are found in vital systems such as the gas-
trointestinal system, skin, respiratory system and urogenital system. The genome of the microbiota contains 1000 
times more gene sequences than the organism genome. Microbiota has effects on energy metabolism, hepatic 
functions, immune system development, motor system and endocrine functions. Microbiota composition can break 
down by diet, use of antibiotics, stress, etc., and the disruption of this balance on microbiota is called “dysbiosis”. 
In 2007, the Human Microbiology Project activity, which will shed light on further research, has been carried out 
and has great importance in determining the character of human microbiota. The studies on microbiota of farm 
animal and pets are unprecedented yet. Microbiota has a crucial role in increasing the milk yield in order to increase 
the yield characteristics of farm animals and to maximize the utilization of feed. Pets, especially dogs, have been 
accompanied by humans since the early ages and share both the habitat and the microbiota with humans. It has 
been proven that the presence of the pet has a major role in the development of microbiota, both for adults and 
especially for newborn children, and reduces the incidence of allergic diseases such as asthma, allergic rhinitis, 
atopic dermatitis. Microbiota studies in veterinary medicine are relatively new and there is still many issues to be 
investigated.
Keywords: Livestock, microbiota, pet, poultry, probiotic 

Giriş
Mikrobiyota; organizmada yaşayan mikroorganiz-
malar sistemini, milyarlarca mantar, bakteri ve tek 
hücrelilerden oluşan, hayati öneme sahip, çok has-
sas bir süper organı anlatmakta olup, canlılarla bir-
likte yaşayan özel türlerin tamamını ifade etmekte-
dir. Mikrobiyota, konakçı vücudundan 10 kat daha 
fazla hücreye ve 1012 kat daha fazla gene sahiptir 
(Suchodolski 2011).

Mikrobiyom ise mikroorganizmaların toplam 
sayısını ve bunların genetik materyalini ifade eder 

ve mikrobiyota teriminden farklıdır. Mikrobiyom ko-
nak için birçok olumlu etki sağlar: geçici bakterilere 
karşı savunmacı bir bariyer görevi görür; besin yı-
kımına ve diyetten enerji kazanımına yardımcı olur; 
enterositler için besin metabolitleri sağlar ve ko-
nakçı bağışıklık sisteminin düzenlenmesinde önemli 
bir rol oynar (Ackerman 2007).  Sağlıklı ve stabil bir 
mikrobiyom aynı anda pro ve anti inflamatuvar etki 
yaparken, enfeksiyonlara verilen yanıtta aşırı yangıyı 
önleyerek bir denge sağlamaktadır (Pilla ve Sucho-
dolski 2020).
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Bağırsak mikrobiyomunun bileşimindeki olum-
suz değişimlere disbiyozis denir. İnsanlarda disbiyo-
zisin ülseratif kolit ve Crohn hastalığı gibi yangısal 
bağırsak hastalıklarına yatkınlık sağladığı ortaya ko-
nulmuştur (Tomasello ve ark. 2016). Hayvanlardaki 
akut veya kronik bağırsak yangıları gibi gastrointes-
tinal sistem disfonksiyonlarının en belirgin nedeni 
bağırsak disbiyozisidir. Disbiyozis’de mikrobiyota-
nın yanı sıra kısa zincirli yağ asitleri ve triptofan gibi 
bakteriyel metabolitlerde de fonksiyon bozuklukla-
rı görülmektedir (Pilla ve Suchodolski 2020). Yakın 
zamanda geliştirilen ve “Disbiyoz İndeksi” olarak 
adlandırılan PCR tabanlı bir algoritma, veteriner 
hekimlerin bağırsak disbiyozunu ölçmelerine ola-
nak tanıyan bir araçtır ve hastalığın ilerlemesini ve 
tedaviye yanıtı izlemek için kullanılabilmektedir (Al-
Shawaqfeh ve ark. 2017). Yapılan son çalışmalar hay-
vanlarda ve insanlarda obezite Kieler ve ark.(2017), 
metabolik hastalıklar Montoya-Alonsu ve ark.(2017), 
kanser Zitwogel ve ark.(2017), nörolojik sistem bo-
zuklukları Wu ve ark.(2016) ve diğer hastalıklar ile 
disbiyozisin ilişkili olduğunu ortaya koymuştur.

Bağırsak mikrobiyotası, enterik sinir sisteminin 
gelişimi için gereklidir. Bir nörotransmitter olan ve 
bağırsak-beyin ekseni teriminin ortaya çıkmasını 
sağlayan serotoninin yüzde 90’ı bağırsak duvarından 
salgılanmaktadır ve burada enterik sinir sisteminden 
motilite, sekresyon ve kan akışını düzenlemektedir 
(De Vadder ve ark. 2018). Serotonin üretimi ayrıca 
kısmen mikrobiyom tarafından, serotoninin bakteri-
ler tarafından doğrudan üretimi veya serotonin ön-
cüsü olan triptofan amino asidinin tüketimi ile kont-
rol edilmektedir (O’ Mahony ve ark. 2015). Ayrıca 
bağırsak ve bağırsak bakterileri bazı nörokimyasallar 
üreterek beynin ruh, hafıza ve öğrenme durumunu 
etkiler. Buna bağlı olarak, disbiyozisin stres, kaygı, 
anksiyete, depresyon gibi durumları tetikleyebildi-
ği ve şizofreni gibi mental bozuklukların altyapısını 
oluşturma kapasitesine sahip olduğu bilinmektedir 
(Dickerson ve ark. 2017; Pilla ve Suchodolski 2020). 

Bağırsak mikrobiyotasının bileşimi ayrıca bağı-
şıklık fonksiyonu üzerinde önemli etkilere sahiptir 
ve yerel antikor üretimini düzenler (Tizard ve Jones 
2018). Bağırsakta yardımcı T (T helper) hücre pre-
kürsörleri, mikrobiyotadan alınan sinyale bağlı ola-
rak Treg veya Th17 hücrelerine farklılaşabilmektedir. 
Homeostazda Treg hücrelerinin üretimi tercih edilir, 
Treg hücreleri Th17 hücrelerinin üretimi baskılar ve 
bağırsak duvarında yangının minimal düzeyde mey-
dana gelmesini sağlar. Treg hücrelerinin yokluğunda 
ise, efektör T hücreleri kontrolsüz olarak mikrobiyal 
antijenlere yanıt vererek yangıyı tetiklemektedir (Ti-
zard ve Jones 2018). Bazı spesifik bakteri grupları bu 

süreci etkileyebilir: Örneğin, Clostridium IV ve XIVa 
grubu üyelerinin Treg indüksiyonunu uyardığı, anti 
yangısal yanıtı indüklediği, segmentli filamentöz 
bakterilerin ise yangı öncüsü sinyaller üreten Th17 
hücrelerini indüklediği görülmüştür (Ivanov ve ark. 
2009; Atarashi ve ark. 2011).

Sırtlan popülasyonlarında, aynı aile grubundaki 
üyelerinin anal bezlerinde diğer aile üyelerine kıyas-
la daha fazla benzer mikrobiyal topluluk barındırdığı 
ve anal bezlerindeki bu mikrobiyal topluluklardan 
gelen koku sekresyonlarının, aile üyelerinin, gru-
bundaki diğer üyelerini tanımasına olanak sağlayan 
faktörler olduğu ortaya konmuştur (Theis ve ark. 
2012). Patlayıcı tespit köpeklerinde metronidazolun 
oral yoldan verilmesinin, köpeklerin tespit yeteneği-
ni değiştirdiğini bildirilmiştir. (Jenkins ve ark. 2016).

 Yapılan çalışmalar, farelerde diyet değiştirerek 
veya antimikrobiyallerin uygulanmasıyla bağırsak 
mikrobiyotasının manipüle edilmesinin beyindeki 
zihinsel durumda, davranış ve gen ekspresyon dü-
zeylerinde değişikliklere neden olabileceğini göster-
mektedir ve germ-free farelerde yapılan çalışmalar, 
mikrobiyotanın olfaktörik epitelin fizyolojisini de 
değiştirebildiğini ve normal bağırsak mikrobiyotası 
ile kolonize olan germ-free farelerde kolonizasyon-
dan sonra motor aktivitesinde artış ve anksiyete 
tepkilerinde azalma görülmüştür. (Diaz ve ark. 2011; 
Dickerson ve ark 2017). Ayrıca germ free farelerde 
normal farelere göre ince bağırsak yüzey alanlarının 
azaldığı, bağırsak vilus ve kriptlerinin kısaldığı, la-
mina propria katmanının inceldiği, geçiş zamanının 
uzadığı, yağ asidi konsantrasyonunun ve bağırsak 
ozmolaritesinin azaldığı ortaya konulmuştur (Al-As-
makh ve Zadjali 2015). Bu bulgular mikrobiyotanın 
konağın fizyolojisini ve davranışını etkileyebileceğini 
göstermektedir.

Çiftlik Hayvanlarında Mikrobiyota
Geviş getiren hayvanlar rumenlerinde, çoğunlukla 
bakteri, arkea, siliyer protozoa, mantar ve virüsler-
den oluşan çok çeşitli simbiyotik bir mikrobiyota 
bulundurmak üzere evrimleşmişlerdir (Firkins ve Yu 
2015). Sığırlar rumen ve bağırsaklarında bitkilerden 
sağlanan liflerin parçalanmasını sağlayan, protein 
yapısında olmayan azotu proteine çeviren, çeşitli vi-
taminleri sentezleyen ve sindirim sistemindeki zarar-
lı bileşikleri temizlemeye yardımcı olan ve bu sayede 
yemden yararlanmayı ve verimi artıran çok güçlü 
ve kompleks bir mikrobiyotaya sahiptirler. Bu sindi-
rim sistemi mikrobiyotası hayati bir öneme sahiptir 
ve rumen ve bağırsak mikrobiyotasının disbiyozisi; 
sağlık durumu, metan salınımı, süt ve et gibi verim 
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özellikleri ve hayvan refahını doğrudan etkilemek-
tedir (Li ve Guan 2017; Difford ve ark. 2018). Sin-
dirim sistemi yollarında bulunan bakteri türlerinin 
sayısının 5,000’den fazla olduğu tahmin edilmekle 
birlikte, diyet, beslenme stratejisi ve coğrafi konu-
ma bağlı olarak değişmektedir. Sığırlarda ön mide 
ve bağırsaklar; içeriğin fermantasyonunu sağlayan 
bakteriler, arkealar, mantarlar, protozoonlar ve virüs-
lerden oluşan çeşitlilik gösteren kalabalık bir mikro-
biyotayı barındırmaktadır ve bakteriyel konsantras-
yonları, içeriğin mililitre’sinde(ml) 1012-1014 hücreye 
ulaşmaktadır (Russel ve Rychlik 2001; Krause ve ark. 
2013; Henderson ve ark. 2015).

Sığırlardaki rumen ve bağırsak mikrobiyotası-
nın disbiyozunun; subakut ve akut rumen asidozu, 
süt yağında azalma, timpani gibi birçok metabolik 
hastalığın yanı sıra, vajinal kanal ve meme dokusu 
gibi vücuttaki diğer bölgelerin mikrobiyotalarını da 
etkileyerek mastitis gibi hastalıkların da ortaya çık-
masına veya şiddetlenmesine sebep olabilmektedir 
(Khafipour ve ark. 2009; Azad ve ark. 2015; Derakh-
shani ve ark. 2016; Plaizer ve ark. 2017).

Yapılan çalışmalarda rumen mikrobiyotasının 
tür ve ırk bazında farklılık gösterebileceği ortaya ko-
nulmuştur. Örneğin, aynı diyetle beslenen Holstein 
ve Jersey ırkı süt sığırları arasında rumen mikrobi-
yotasının bileşiminde farklılıklar tespit edilmiştir (Paz 
ve ark. 2016). Ayrıca, bu çalışmada laktasyon döngü-
leri ve yaş gibi birçok faktör karşılaştırılmıştır ve bu 
faktörlerin rumen mikrobiyotasındaki farklılaşmaya 
katkıda bulunduğu bildirilmiştir (Jami ve ark. 2013; 
Jewell ve ark. 2015).

Tablo 1. Sığır sindirim sisteminin mikrobiyal karakteri
Rumen Kalın Bağırsaklar
Bacteroidetes
Firmicutes
Fibrobacter
Arkeler
Protozoa türleri

Buzağılarda;
Bacteroidetes
Firmicutes
Atopobium
Bifidobacteria

Sığırlarda;
Bacteroidetes
Firmicutes
Fibrobacter

Son yıllarda, süt ineklerinin süt üretim potansi-
yeli tüm dünyada önemli ölçüde artmıştır ve buna 
bağlı olarak süt ineklerinin ihtiyaçlarının karşılanma-
sı ve süt verimlerinin artırılması için rasyonlarında 
değişiklikler yapılarak yüksek enerjili diyetlere geçil-
miştir. Bu diyetler, mikrobiyotanın kompozisyonunu 
ve işlevselliğini değiştirerek ve fırsatçı patojenlerin 
kolonizasyonuna yol açarak sindirim sistemini mik-

robiyotasını olumsuz etkileyebilmektedirler (Russel 
ve Rychlik 2001; Plaizer ve ark. 2008; Krause ve ark. 
2013).

Kanatlı Mikrobiyotası
Bütün omurgalılar gibi, kanatlılar da bağırsaklarında 
çeşitli konakçılara beslenme ve patojenlerden koru-
ma sağlamada önemli görevlere sahip çeşitli mik-
roorganizma topluluklarını barındırır. Kanatlı mikro-
biyotası alanında, araştırmalar daha çok tavuk gibi 
yetiştirme önemi olan kanatlı türleri üzerinde yo-
ğunlaşmıştır. (Waite ve Taylor 2015). Tavukların gast-
rointestinal sistemi, bakterilerin yoğunlukta olduğu 
karmaşık mikrobiyal topluluklarla (bakteriler, man-
tarlar, arkeler, protozoalar ve virüsler) yoğun bir şe-
kilde kuşatılmıştır (Wei ve ark. 2013). Tavuk gastroin-
testinal sistemi, diyet ve sağlık arasındaki bağlantıyı 
sağlayan karmaşık ve biyoçeşitlilik açısından zengin 
bir mikrobiyal topluluğa ev sahipliği yapmaktadır. 
Tavuklarda sindirim sistemi mikrobiyotası yaklaşık 
olarak 500 filotipe ve 1 milyon bakteriyel gene ev 
sahipliği yapar ve bu da tavuk genomundaki sayının 
yaklaşık 40-50 katına eşittir (Maki ve ark. 2019). Bu 
bakteriler vitaminler (K vitamini ve B vitamini grup-
ları), kısa zincirli yağ asitleri (asetik asit, bütirik asit 
ve propiyonik asit), organik asitler (laktik asit) ve an-
timikrobiyal bileşikler (bakteriyosinler) üretmekte ve 
hayvan için beslenme ve korunma sağlayan non-pa-
tojenik bağışıklık yanıtını uyarmaktadır (Jeurissen ve 
ark. 2002; Apajalahti 2005; Dibner ve Richards 2005; 
Yegani ve Korver 2008).  Son yıllarda yapılan çalış-
malar ise bağırsak mikrobiyotasının genç broilerle-
rin immünolojik fonksiyonlarını modüle edebilece-
ğini ve ayrıca mikrobiyotanın metabolik ve immun 
fonksiyonu geliştirmenin yanı sıra yangısal yanıta 
töleransı artırdığını da göstermektedir (Rodrigues 
ve ark. 2020).

Kanatlı gastrointestinal sistemi kursak, provent-
rikül, taşlık, duodenum, jejenum, ileum, sekum, kalın 
bağırsak ve kloakadan oluşur (Yeoman ve ark. 2012).

Kursak yaklaşık olarak 108- 109 koloni oluşuran 
birim/ gram (kob/gr) bakteriye ev sahipliği yapmak-
tadır ve kursaktaki baskın tür Lactobacillus türleri 
’dir (Gong ve ark. 2007). Taşlıktaki mikrobiyota kur-
saktakine benzer fakat pH daha düşük olduğundan 
dolayı bakteriyel aktivite daha düşüktür. Taşlıktaki 
bakterileri türleri Lactobacilli, Enterococci, Enteroba-
cteria türleridir (Rehman ve ark. 2007). İnce bağırsak 
segmentleri arasında en düşük bakteriyel yoğun-
luk kısa geçiş süresi ve salgılanan safra sıvısından 
kaynaklı olarak duodenumda bulunur ve genellikle 
Clostridia, Streptococci, Enterobacteria ve Lactoba-
cilli türlerinden oluşmaktadır (Waite ve Taylor 2015). 
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İleum’da baskın tür Lactobacillus olmakla birlikte 
bunu Clostridiaceae, Streptococcus Enterococcus ai-
leleri izlemektedir. Sekumda ise baskın olarak Firmi-
cutes ve Bacteroidetes filumları tespit edilmiştir (Ku-
mar ve ark. 2018).

Su Canlılarında Mikrobiyota
Genetik, beslenme ve çevresel faktörlerden etkilene-
bilen deniz ve tatlı su türlerinin endojen mikrobiyo-
tasında bulunan taksonlarda çok çeşitli varyasyonlar 
bulunmaktadır.  Aeromonas, Alcaligenes, Alteromo-
nas, Carnobacterium, Flavobacterium, Micrococcus, 
Moraxella, Photobacterium, Pseudomonas ve Vibrio 
türleri çeşitli deniz türlerinin baskın mikrobiyotala-
rını oluştururken (Balcázar ve ark 2010; Dhanasiri ve 
ark. 2011; Askarian ve ark. 2012); tatlı su türlerin-
de ise Enterobacteriaceae ailesinden Acinetobacter, 
Aeromonas, Flavobacterium, Lactococcus ve Pseu-
domonas, ve ayrıca zorunlu anaerobik bakteri tür-
lerinden Bacteroides, Clostridium ve Fusobacterium 
baskın olarak bulunmaktadır (Li ve ark. 2012; Wu ve 
ark. 2012).

Pet Mikrobiyota Çalışmaları
Kedi ve köpeklerde üzerinde en çok çalışılan başlıca 
mikrobiyota alanları; gastrointestinal sistem, solu-
num sistemi ve deri sistemi mikrobiyotasıdır (Sucho-
dolski 2011).

İnsanlar ve çiftlik hayvanlarıyla karşılaştırıldığın-
da, kedi ve köpekler nispeten daha basit bir gastro-
intestinal sisteme sahiptirler. Gastrointestinal sistem, 
insan ve diğer hayvan türlerinde başlıca mikrobiyota 
yaşam alanıdır. Memeli sindirim sistemi mikrobiyo-
tası çeşitli ve karmaşık, birbirlerine bağımlı ve reka-
bet etmeyen çok sayıda türden oluşmuştur (Eckburg 
ve ark. 2005; Ley ve ark. 2008).

Mikrobiyota kompozisyonu gastrointestinal sis-
tem boyunca farklılıklar gösterir. Distal bölümlerde 
anaerobik bakteri grupları ağırlıkta iken, proksimal 
bölümlerinde ise aerobik ve anaerobik bakterilerin 
daha eşit dağıldığı gözlemlenmiştir (Simpson ve ark. 
2002; Suchodolski ve ark. 2008).

Sindirim sistemi mikrobiyotası birçok mekaniz-
ma aracılığıyla konakçıya fayda sağlar. Kommensal 
bakteriler geçici patojenlere karşı savunma bariyeri 
oluşturur. Besin sindirimine yardımcı olurlar, konakçı 
için önemli metabolitleri sağlarlar ve ayrıca konak-
çının bağışıklık sistemini modüle etmede önemli bir 
işlevleri vardır (Suchodolski 2011).

Midedeki ana bakteri türleri Helicobacter ve La-
ctobasillus spp.dır. Köpeklerin mide biyopsisinden 
bakteriyel kültür teknikleri kullanılarak yapılan bir 

çalışmada midedeki bakteri sayısı 106 kob/g olarak 
bulunmuş ve bulunan dizinlerin en fazla Proteo-
bacteria filumuna (%99,6) ait olduğu saptanmıştır.  
Ayrıca Firmicutes filumuna ait az sayıda (%0,3) di-
zin bulunmuştur.  Proteobacteria filumundan ise en 
çok Helicobacter spp. türlerine rastlanmıştır (%98,6) 
(Benno ve Nakao 1992; Garcia-Mazcorro ve ark. 
2012).

Tablo 2. Kedi ve Köpeklerde Lokalizyona Göre Baskın Bakteri 
Grupları

KÖPEK KEDİ

MİDE
Helicobacter 
Lactobasillus spp.
Proteobacteria 

Helicobacter  
Lactobasillus spp
Proteobacteria

DUEDENUM

Firmicutes, 
Proteobacteria, 
Bacteroidetes, 
Spirochaetes, 
Fusobacteria  
Actinobacteria

Bacteriodies
Firmicotes
Fusobacteria

JEJENUM

Proteobacteria 
Firmicutes 
Actinobacteria 
Spirochaetes 
Bacteroidetes 
Fusobacteria

Enterococcus
Streptococcus spp
Lactobacillus spp.

İLEUM

Proteobacteria 
Firmicutes 
Actinobacteria 
Spirochaetes 
Bacteroidetes 
Fusobacteria

Clostridium
Bacteriodes spp.

KOLON Fusobacteria
Bacteroides Firmicutes

Streptococcus spp
Lactobacillus spp.
Erysipelotrix spp.
Clostridium
Bacteriodetes
Proteobacteria
Actinobacteri

Duodenal mikrobiyota 6 filum içermektedir. 
Bunlar; Firmicutes (%46,4), Proteobacteria (%26,6), 
Bacteroidetes (%11,2), Spirochaetes (%10,3), Fusoba-
cteria (%3,6) ve Actinobacteria (%1) (Xenoulis 2008).

Jejenumda ise 10 farklı bakteri filumu tespit 
edilmiştir. Başlıca bakteri filumları Proteobacteria 
(%46,7), Firmicutes (%15,0), Actinobacteria (%11,2), 
Spirochaetes (%14,2), Bacteroidetes (%6,2) ve Fuso-
bacteria’dır (%5,4).   En yaygın bakteri türleri ise Gam-
ma-proteobacteria (~%40), Spirochaetes (~%13), Ac-
tinobacteria (~%12), Clostridia (~%10), Bacteroidetes 
(~%6), Fusobacteria (~%4), ve Alpha-proteobacteria 
(~%3) dır (Suchodolski ve ark. 2009).

Kalın bağırsaklar en fazla bakteri yoğunluğuna 
ve çeşitliliğine sahip olan bölgedir (109- 1011 kob/g). 
Sağlıklı köpeklerde kolon mikrobiyotasında baskın 
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olarak Fusobacteria, Bacteroides ve Firmicutes (Her 
biri %30 oranında) içermektedir (Suchodolski ve ark. 
2008).

Sindirim sistemi mikrobiyotası sadece bakterile-
ri değil, aynı zamanda mantarları, arkeleri ve virüsleri 
de içerir. Bağırsak bölgesinden PCR (Polimer Zincir 
Reaksiyonu) analizi yapılan bir çalışmada sağlıklı kö-
peklerin %61’inde, kronik enteropatili köpeklerin ise 
%79’unda mantar DNA’sı tespit edilmiştir ve en çok 
identifiye edilen mantar sınıfı Saccharomycetes’tir 
(Suchodolski ve ark. 2008).

Kedi ve köpeklerde bildirilmiş viral filotipler Ro-
tavirus, Coronavirus, Parvovirus, Norovirus, Astrovi-
rus, Distemper virus, ve Paramyxoviruslar’dır (Mochi-
zuki ve ark. 2001; Kempf ve ark. 2010).

Solunum sistemi mikrobiyotasına ilişkin araştır-
maların çoğu insanlarda yapılmıştır ve insanlarla bir-
likte çevreyi paylaşan evcil hayvanlardaki hava yolu 
mikrobiyotasının bileşimi hakkında bilgiler daha sı-
nırlıdır. Yangısal hava yolu hastalıkları, köpeklerde ve 
kedilerde kronik bronşitte ve kedilerde alerjik astım-
da yaygındır. İnsanlarda, sağlıklı ve astımlı solunum 
yolları arasındaki mikrobiyal bileşimdeki farklılıklar 
bildirilmiştir (Hilty ve ark. 2010; Marri ve ark. 2013; 
Huang ve ark. 2015). Son zamanlardaki çalışmalarda 
köpeklerde solunum yolu mikrobiyotasında Proto-
bacteria, Tenericutes ve Actinobacteria’lar identifiye 
edilmiştir ve sağlıklı köpeklerde ortaya konan bu ve-
riler, enfeksiyöz ve enfeksiyöz olmayan yangısal so-
lunum hastalıklarında mikrobiyal toplulukların rolü-
nün anlaşılması açısından önemlidir (Ericsson ve ark. 
2016). Kedilerde ise sağlıklı solunum yolu mikrobi-
yota kompozisyonunu belgeleyen bir çalışma ise he-
nüz yayınlanmamıştır (Vientós-Plotts ve ark. 2017).

Köpeklerde yapılan mikrobiyota çalışmalarında 
atopik dermatitisli hayvanların mikrobiyotasındaki 
bakteriyel ve fungal toplulukların sağlıklı hayvanlara 
göre daha az çeşitlilik gösterdiği saptanmıştır. İnsan-
larla benzer şekilde, her köpekteki farklı deri bölge-
leri çeşitli ve kendine özgü mikrobiyotayla kuşatılmış 
ve farklı köpekler ve farklı bölgelerde ciddi kişisel 
farklılıklar belirlenmiş ve ayrıca mukozal yüzeyle-
re nazaran (dudaklar, burun, kulak ve konjonktiva) 
kıllı bölgelerde daha yüksek mikrobiyal bir çeşitlilik 
tespit edilmiştir. Burun deliği ve konjuctiva en dü-
şük mikrobiyal yoğunluğu içerirken, aksillar bölge ve 
burnun dorsal kısmı en yüksek mikrobiyal çeşitliliği 
göstermiştir. Ortalama olarak, köpek burnu dorsa-
linde yaklaşık 300 farklı bakteri cinsi tespit edilmiştir. 
Bütün bu yüzeylerdeki baskın filumlar, Proteobac-
teria, Firmicutes, Actinobacteria ve Bacteroidetes’dir 
(Rodrigues-Hoffmann ve ark. 2014). Kedilerde ise 

deri mikrobiyotasına Micrococcus, Acinetobacter, 
Streptococci ve Staphylococci’nin egemen olduğu 
bulunmuştur (Krogh ve Kristensen 1976).

Hayvan ve İnsan Mikrobiyota Etkileşimi
Evcil hayvanların insan sağlığına yarar sağladığı fikri, 
ilk olarak 1989’da alerjik hastalık riskini aşırı hijye-
nik ortamlara bağlayan David Strachan tarafından 
ortaya atılmıştır (Strachan 1989). Bebeklik evresinde 
bağırsak mikrobiyal disbiyozun alerjik hastalığın ge-
lişimi ile ilişkili olduğuna dair daha fazla kanıt ile bu 
görüş mikrobiyota hipotezi olarak revize edilmiştir 
(Wold 1998; Hesselmar ve ark. 1999; Litonjua ve ark. 
2002; Ownby ve ark. 2002; Lodge ve ark. 2012; Ner-
mes ve ark. 2013; Ezell ve ark. 2013).

Birlikte yaşayan insan ve hayvanların mikrobi-
yotalarında en çok benzerliğin olduğu bölge deri 
ve tüy bölgesidir. Mikrobiyal açıdan yetişkinlerin cilt 
mikrobiyotası, diğer köpeklere kıyasla kendi köpeği 
veya köpeklerinin mikrobiyotası ile daha benzerdir. 
Köpekleri olan insanlar birbirleri ile, köpekleri olma-
yan insanlardan daha fazla ortak bakteri filotipini 
paylaşırlar. Köpekleri olan, fakat birlikte yaşamayan 
iki insan ortalama olarak; köpekleri olmayan fakat 
birlikte yaşayan insanlardan daha çok ortak filotipe 
sahiptir (Song ve ark. 2013).

Köpekler ve sahipleri arasında en çok benzerlik 
gösteren taksonlar; Betaproteobacteria (Methylophi-
laceae) ailesi, Actinobacteria ailesi ve Acidobacteria 
ailesidir (Lauber ve ark. 2009).

Ev hayvanlarına prenatal maruziyeti değerlendi-
ren altı çalışmanın bir meta-analizinde, özellikle pre-
natal köpek sahipliğinde, bebeklerde alerjik hastalık 
(atopik dermatit, astım) riskinin azaldığı bildirilmiştir 
Ayrıca 24 bebekte yapılan bir pilot çalışmada ise, ev-
cil hayvan varlığında 3 aylık bebeklerde bağırsakla-
rındaki mikrobiyal zenginliğinin ve çeşitliliğin daha 
fazla olduğu ve mikrobiyotalarının daha fazla hay-
van spesifik Bifidobacterium pseudolongum içerdiği 
ortaya konmuştur ve bu hayvan-insan mikrobiyota 
geçişinin önemli bir göstergesi olarak kabul edilmiş-
tir  (Lodge ve ark. 2012; Azad ve ark. 2013; Nermes 
ve ark. 2013).

Ayrıca köpeklerin evcilleşip insanlarla birlikte 
yaşamasını değerlendirmek amacıyla vahşi kurtlarla 
evcil köpeklerin bağırsak mikrobiyotalarının karşı-
laştırıldığı bir çalışmada kurtlarda bulunan Alistipies, 
Pseudomonas, Slackia, Subdoligranulum, Eubacte-
rium coprostanoligenes grubu ve Barnesiella ’nın 
köpek mikrobiyotasında bulunmadığı ve bunun da 
vahşi atalarından farklı olarak yaşam tarzının ve in-
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san etkisinin mikrobiyota üzerinde etkili olduğunu 
göstermektedir. Buna paralel olarak aynı çalışmada 
vahşi kurtlarda bulunmayan  Indeed, Dorea, Paraba-
cteroides, Streptococcus, Bacteriodales ve Clostridia-
les ailelerinin insan ve evcil köpeklerde bulunduğu 
ortaya konulmuştur. (Alessandri ve ark. 2019)

Antibiyotik Kullanımı
Mikrobiyota üzerine etki eden en önemli faktör-
lerden birisi antibiyotik kullanımıdır. Antibiyotikler 
sadece hedef patojene spesifik toksisiteye sahip ol-
mayıp, mikrobiyotaya da etkileri vardır. Yapılan bir 
çalışmada 7 gün boyunca klindamisin uygulama 
sonrasında mikrobiyotadaki Bacteroides cinsinin 2 
yıl sonra bile tam olarak normal kompozisyonuna 
dönemediği saptanmıştır (Jernberg ve ark. 2007).

Antibiyotik kullanımının üzerlerinde etkilerinin 
fazla olduğu gözlenen ana bakteri grupları arasında 
başlıca Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes ve 
Proteobacteria grupları bulunmaktadır. Bu ana grup-
lardaki bazı cinsler Bifidobacterium, Bacteroides, Fa-
ecalibacterium, ve Escherichia göreceli olarak daha 
fazla etkilerin gözlendiği cinslerdir. Diğer etkilenen 
bakteri grupları arasında Fusobacteria (Fusobacteri-
um), Planctomycetes (Gemmata) ve Verrucomicrobia 
(Akkermansia) gibi bakteri grupları bulunmaktadır 
(Ladirat ve ark. 2013; Panda ve ark. 2014; Ferrer ve 
ark. 2017).

Mikrobiyota üzerindeki en fazla etki gösteren 
antibiyotiklerin başında sık kullanımları nedeniyle 
beta-laktam ve florokinolon grubu antibiyotikler 
gelmektedir. Öte yandan kombine tedavi uygula-
malarına da çok sık başvurulduğu için, mikrobiyom 
üzerinde de kombine etkiler sıklıkla oluşmaktadır 
(Panda ve ark. 2014).

Texas Üniversitesi Kanin Mikrobiyota Disbiyozis 
İndeksinin verilerine göre pek çok köpekte antibiyo-
tik kullanımı sonrası birkaç hafta içerisinde, bağırsak 
mikrobiyotası eski kompozisyonuna dönmekle bir-
likte, bazı hayvanlarda ise bu süreç oldukça uzamak-
tadır (Suchodolski ve ark. 2016).

Mikrobiyota-Diyet İlişkisi
Besin bileşiminin ve yem içeriğinin, gastrointestinal 
fonksiyonunu, mikrobiyota bileşimini ve hayvan ba-
ğırsağındaki bakteriyel metabolik ürünlerini önemli 
ölçüde etkilediği bilinmektedir (Grześkowiak ve ark. 
2015).

Farklı türlerde yapılan çeşitli çalışmalar, diyet 
kompozisyonunun- özellikle etobur ve otçul diyet-
lerinde bulunanlar gibi büyük makro besin farklılık-
larının farklı bağırsak mikrobiyom profilleri üzerinde 

etkileri olduğunu göstermiştir (Pilla ve Suchodolski 
2020).

Zorunlu etobur olarak sınıflandırılmalarına rağ-
men, günümüzde evcil kedi ve köpekler omnivordur 
ve ticari mamalarda bulunan çok çeşitli diyet kar-
bonhidratlarını metabolize edebilmektediler (Swan-
son ve ark. 2011; Rochus ve ark. 2014).

Son yıllarda köpekler için, Kemik ve Çiğ Gıda 
(Bone and Raw Food = BARF) diyeti olarak adlan-
dırılan yeni bir beslenme türü oldukça popüler hale 
gelmiştir. BARF diyeti, pişmemiş et, kemikler ve nis-
peten daha düşük seviyelerde sebze, yumurta ve süt 
ürünlerini içerir (van Bree ve ark. 2018).

Ticari mamalar ile Kemik ve Çiğ Gıda (BARF) 
diyetini karşılaştıran bir çalışmada BARF diyeti ile 
beslenen köpeklerde Peptostreptococcus ve Faecali-
bacterium cinslerini içeren Firmicutes filumunda ve 
ayrıca Bacteroides ve Prevotella cinslerini içeren Ba-
cteriodetes filumunda azalma görülmüştür (Schmidt 
ve ark 2018).

Kedilerde yapılan benzer bir çalışmada da di-
yetin mikrobiyota kompozisyonunu ve mikrobiyal 
metabolitlerin seviyesini etkilediği tespit edilmiştir 
(Wernimont ve ark. 2019).

Pet hayvanlarında olduğu gibi çiftlik hayvan-
larında da diyetin mikrobiyota üzerine etkileri var-
dır. Sığırlarda diyetin mikrobiyota üzerine etkilerini 
değerlendirmek üzere yapılan bir çalışmada mera 
besisi ve toplam karışım rasyon ile beslenen sığır-
ların rumen mikrobiyotasını incelenmiş ve rumen 
mikrobiyotasındaki bakteri ve arkeler üzerinde 
önemli farklılıklar bulunduğu ve ayrıca rumen pro-
tozoalarının diyet farklılıklarından mikrobiyotadaki 
bakterilerden çok daha az etkilendiği belirlenmiştir. 
Aile düzeyinde, toplam karışım rasyon ile beslenen 
hayvanlarda Fibrobacteraceae’nin ve mera besisi ile 
beslenen hayvanlarda ise propiyonat üreten Veillo-
nelaceae yüksek bulunmuş ve mikrobiyotanın diyet-
le ilişkili olduğu ortaya konulmuştur. (De Menezes 
ve ark. 2011). 

Probiyotik Kullanımı
Probiyotikler “yeterli miktarda alındıklarında endo-
jen mikrofloranın özelliklerini geliştirerek, konakçı 
sağlığını olumlu yönde etkileyen canlı mikroorga-
nizmalar” olarak tanımlanmaktadır. Bir ürünün pro-
biyotik olarak tanımlanabilmesi için, mide asiditesi 
ve safra asitlerine karşı dirençli olması, sindirim ka-
nalında canlı kalabilmesi, bağırsak epiteline tutu-
nabilmesi, mikrobiyotaya adapte olması, sindirim 
sisteminde kolonize olabilmesi, antimikrobiyal mad-
deler salgılayabilmesi (bakteriyosin gibi), patojen ve 
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toksik olmaması, konakçı sağlığı üzerinde olumlu et-
kileri olması ve üretim ve depolama sırasında stabil 
olması, canlı kalabilmesi gerekmektedir (FAO/WHO, 
2002).

Probiyotiklerin konakçı üzerinde; yağ asitleri, 
laktik asit ve asetik asit gibi antibakteriyel bileşiklerin 
üretimi, potansiyel patojenler ile besin ve bağlanma 
bölgeleri için rekabet etme, mikrobiyal metaboliz-
manın değiştirilmesi, bağışıklığın uyarılması gibi etki 
şekilleri vardır (Sarowska ve ark. 2013).

Probiyotikler sitokin sentezini ve intestinal mik-
roflorayı düzenler. Enterositlerdeki Toll-like resep-
törleri (TLR) ve proteoglikan tanıyıcı proteinlere et-
kilidir ve Th1 aktivasyonuna yol açarlar. Th1 sitokin-
leri artar ve Th2 sitokinleri azalır; böylece mukozal 
IgA sekresyonu, alerjen spesifik B ve T hücre yanıtı 
düzenlenir (Winkler ve ark. 2007). Probiyotikler, ba-
ğırsak mukozasına bağlılıklarına müdahale ederek 
veya mukus / müsin üretimini indükleyerek potansi-
yel patojenlerle rekabet edebilmektedirler (Collado 
ve ark. 2007).

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgari-
cus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, La-
ctobacillus rhamnosus gibi başlıca probiyotik türleri 
epitelyal hücrelere yapışarak patojen kolonizasyonu 
azaltıp aynı zamanda metabolitlerin üretimi ile pa-
tojen ve non-patojen bakteriler arasında bir denge 
sağlamaktadır. (De Vrese ve ark. 2008).

Tablo 3. Bazı probiyotik bakterilerin yararları.
Bakteri Adı Yararları
Lactobacilli spp. Besinlerin sindirimini ve emilimini artırır, 

Patojen bakterilerin kolonizasyonunu önler
Bifidobacterium spp. Bağışıklık fonksiyonunu uyarır

Enterococcus spp. Patojen bakterilerin üremesini engeller

Bacteroides spp. Vitamin Sentezi

Streptococci spp. Bağışıklık fonksiyonunu uyarır

Fusobacteria spp. Besinlerin sindirimini ve emilimini artırır

Eubacterium spp. Patojen bakterilerin üremesini engeller

Saccharomyces 
boulardii

Bağırsak bariyerini geliştirir, 
Yangıyı baskılar

Evcil hayvanlarda probiyotik kullanımının bazı 
yararlı etkileri; Bağışıklık sisteminin modülasyonu, 

stres durumlarına yardımcı olma, enteropatojenlerin 
neden olduğu enfeksiyonlardan koruma, büyüme ve 
gelişmede artış, alerjik hastalıkların ve son zaman-
larda ise sıkça görülen obezite probleminin kontro-
lüdür. (Grześkowiak ve ark. 2015).

Veteriner hekimlikte probiyotiklerin canlı üzeri-
ne olumlu etkilerini ortaya koymak üzerine yapılmış 
birçok çalışma bulunmaktadır;

Köpeklerde yapılan çalışmalarda Enterococcus 
faecium SF68 türü uygulanan köpeklerde plasebo 
grubuna kıyasla fekal IgA ve distemper virüs aşısı-
na özgü serum IgG ve IgA konsantrasyonunun daha 
yüksek olduğu ölçülmüştür ve ayrıca uzun süreli uy-
gulamalarda kedilerde ve köpeklerde potansiyel bir 
immun modülasyon etkisinin görüldüğü ortaya kon-
muştur ve ayrıca köpeklerde ilk aşılamadan 4 hafta 
sonra Enterococcus faecium SF68 uygulanan köpek-
lerde lenfosit proliferasyonu ve kuduz titresinin daha 
yüksek olduğu tespit edilmiştir (Benyacoub ve ark. 
2003). Kedi ve köpeklerde barınağa ilk getirildiğinde 
E.faecium SF68 (2.1 x 109 kob/g) uygulanan kediler-
de uygulanmayanlara göre enterit ve ishal görülme 
yüzdesinin daha düşük olduğu, fakat köpeklerde ise 
bu insidanslarda bir değişme olmadığı saptanmıştır; 
bu veriler probiyotiklerin etkilerinin hayvan türlerine 
spesifik olabileceğini göstermektedir. (Bybee ve ark. 
2011). Ayrıca probiyotik organizmaların kedi ve kö-
peklerde serum lipid ve protein seviyelerini kontrol 
etme potansiyelinin olduğu; probiyotik uygulaması 
sonucu kanda trigliserid ve albümin konsantrasyon-
larında azalma şekillendirdiği, lökositlerin fagositik 
aktivitesinde artışın yanısıra düşük kolesterollü hay-
vanlarda kolesterol seviyelerinin fizyolojik seviyelere 
geldiği gözlemlenmiştir (Marcináková ve ark. 2006; 
Strompfová ve ark. 2014). Köpeklerde yangısal ba-
ğırsak hastalığında insan kaynaklı VSL#3 (L. planta-
rum, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. casei, L. aci-
dophilus, Bifidobacterium breve, B. longum, Bifido-
bacterium infantis ve Streptococcus salivarus subsp. 
thermophilus türlerini içeren bir probiyotik) 112-225 
x 109 kob/10 kg dozunda 60 gün boyunca uygulan-
mış ve klinik tabloda iyileşmenin yanı sıra CD3+ T 
hücre infiltrasyonunda azalma ve bağırsak mikrobi-
yotasında normalleşme görülmüştür (Rossi ve ark. 
2014).

Tablo 4. Kedi ve köpeklerde yetkilendirilmiş probiyotikler
Yetkilendirme Numarası Katkı Adı Hayvan Türü Minimum içerik (Kob/kg)
4b1820 Bacillus Subtilis DSM 15544 Köpek 1x109

4b1705 Enterococcus faecium NCIMB 10415 Kedi
Köpek

7x109

2.5x109

4b1715 Lactobacillus Achidophilus CECT 4529 Kedi
Köpek 5x109
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Kronik böbrek hastalıklı kedi ve köpeklerde ar-
tış gösteren proteinlere bağlı üremik toksinlerden 
indoksil sülfat ve p-creasol’un bağırsak mikrobiyo-
tası ile ilişkili olduğu saptanmıştır (Summers ve ark. 
2019). Yapılan çalışmalarda probiyotik kullanımının 
kronik böbrek yetmezliğinde üremik toksinler ve 
glomerüler filtrasyon hızı üzerine pozitif etkileri ol-
duğu belirtilmiştir (McCain ve ark. 2011; Lippi ve ark. 
2017).

Süt sığırlarında rasyona Lactobasillus spp., Ace-
tobacter fabarum ve Candida ethanolica içeren bir 
probiyotik eklenerek süt verimi ve yağını değerlen-
dirildiği bir çalışmada probiyotik uygulanan grupta 
süt veriminin ve yağ oranının artma eğiliminde ol-
duğu ortaya konulmuştur (Olchowy ve ark. 2019). 
Buzağılarda probiyotiklerin büyüme üzerine etki-
lerini inceleyen çalışmalarda canlı ağırlık artışı (Dar 
ve ark. 2017), vücut skoru (Windschitl ve ark. 1991) 
ve kuru madde alımında (Jatkauskas ve Vrotnia-
kiene 2010) artışlar ortaya konulmuştur.  Büyüme 
performansının incelendiği bir çalışmada ise Lac-
tobacillus acidophilus ve prebiyotik uygulanan bu-
zağılarda uygulanmayanlara göre büyüme perfor-
mansında ciddi olumlu farklar ortaya konulmuştur 
(Ratre ve ark. 2019).  Buzağı ishallerinde 2 ve daha 
çok gün probiyotik  olarak Enterococcus faecium 
M74 uygulanan buzağılarda buzağı ishali görülme 
ortalamasının %50’den %30’a düştüğü görülmüştür 
(Jatkauskas ve Vrotniakiene 2010). Ayrıca aşılama 
ve probiyotik takviyelerinin buzağı ishalleri üzerine 
etkisi incelendiğinde maternal aşılama ve probiyotik 
kombinasyonunun tek başına maternal aşılamadan 
ve probiyotik takviyesinden daha iyi sonuçlar verdiği 
saptanmıştır (Avila ve ark. 1995).

Broiler civcivlerinde 14 günlük civcivlere de-
neysel olarak oral yolla Eimeria tenella ookistleri 
verilerek enfekte edilmiş ve 14. gün ile 35. gün ara-
sında içme suyu ile birlikte Pediococcus acidilactici 
ve Bacillus subtilis içeren probiyotik (1x107 kob/ml 
dozunda) uygulanarak; yem tüketimi, canlı ağırlık ve 
yemden yararlanmanın yanı sıra sekum ve ileumdaki 
villus yüksekliği ve kript derinliği ölçülerek bir anti-
koksidiyal olan salinomisin ile etkinliği karşılaştırıl-
mıştır. Probiyotik uygulanan civcivlerin villus yüksek-
likleri, kript derinliği ve ayrıca canlı ağırlık artışı anti-
koksidiyal grubuna göre daha olumlu bulunmuştur 
(Erdoğmuş ve ark. 2019). Broiler tavuklarında ise 
Lactobacillus spp. türlerinin C.jejuni’yi in vitro olarak 
öldürmek için yeterli miktarda laktik asit üretebildi-
ğini ve üretilen laktik asitin C. jejuni’nin membran 
bütünlüğünü bozarak etki ettiği ortaya konulmuştur 
(Neal-McKinney ve ark. 2012).

Sonuç
Mikrobiyota konusu özellikle 2000’li yılların başın-
dan beri dikkat çekmeye başlamış ve keşfedilen 
şaşırtıcı fonksiyonları sonucu, kısa sürede kalın ba-
ğırsak “ikinci beyin” olarak adlandırılmıştır. Veteriner 
sahada ise mikrobiyotanın karmaşık yapısı, fonksi-
yonları ve organizma üzerine etkileri yeni yeni araş-
tırılmaya ve üstüne düşünülmeye başlanmıştır.

İmmun fonksiyonlardan, endokrin sisteme, dav-
ranış fizyolojisinden gelişim ve rejenerasyona çok 
geniş bir etki skalası olan mikrobiyota kompozisyo-
nu; veteriner hekimlikte de insan-hayvan etkileşimi, 
verim özellikleri ve sürü sağlığına etkisi, ekonomik 
ve toplumsal yönlerden hızla araştırılması gereken 
bir sahadır.

Yapılan araştırmalar, hastalıklarda doğru mikro-
biyota manipülasyonlarının tedaviye katkı sağladığı-
nı ortaya koymuştur ve görünen o ki prebiyotik ve 
probiyotiklerin (sinbiyotik kombinasyon) potansiyel 
terapötik etkinliği günden güne aydınlanacaktır.

Diğer yandan, veteriner klinik pratikte çok yo-
ğun karşılaşılan rastgele probiyotik reçete etme alış-
kanlığının ne derece fayda sağladığı oldukça tartış-
malıdır. Pet klinik hekimliği ele alındığında, ne yazık 
ki henüz kedi ve köpek barsağından izole edilmiş ti-
cari bir probiyotik müstahzarı bulunmamaktadır. Bu 
durumda insan probiyotikleri kullanımında, kedi ve 
köpek gastrointestinal asidite, kompozisyon ve arzu 
edilen koloni seçimi büyük önem taşımaktadır. Bir 
örnek vermek gerekirse, Bifidobacterium ailesine ait 
koloniler, kedi ve köpek midesindeki pH’a bağlı ola-
rak, daha bağırsağa inemeden inaktive olmaktadır. 

Güncel tıp, bilimsel çalışmaları, sağlığın anah-
tarının koruyucu hekimlik olduğu gerçeği bazında 
şekillendirmektedir. Mikrobiyota konusunda mev-
cut çalışmalar, veteriner hekimlikte de mikrobiyota 
araştırmalarının sağlık ve ekonomik sahada önemli 
karşılığı olduğunu işaret etmektedir. Bu nedenle ve-
teriner sahada gelecek perspektifinde kırılma nok-
tası olabilme potansiyelini taşıyan mikrobiyota fe-
nomenine, en kısa sürede daha fazla odaklanılması 
gerekmektedir.
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Özet: Antikoagülan rodentisitler kemirici mücadelesinde sık kullanılmaktadırlar. Tuzak yem formunda uygulanan 
bu maddeleri kedi, köpek gibi evcil hayvanlar ya da serçe, güvercin gibi kuşlar kazara tüketerek zehirlenebilirler. Bu 
durum primer (birincil) zehirlenme olarak isimlendirilir. Baykuş, tilki, çakal gibi avcı yaban hayvanları ise genellikle 
kemiricileri avlayarak beslenir ve tuzak yemlere ilgi göstermezler. Tuzak yemi tüketen kemiriciler anormal davranışlar 
sergiler; kaçış dürtüsü ve hareket kabiliyeti azalarak genellikle birkaç gün içerisinde ölürler. Böylece avcı hayvanlar 
tarafından kolaylıkla yakalanabilirler. Ancak, kemiricinin vücudunda biriken antikoagülan rodentisitler avcı canlının 
da zehirlenmesine sebep olabilmektedir. Bu durum ise sekonder (ikincil) zehirlenme olarak isimlendirilir. Bu der-
lemede, hayvanlarda antikoagülan rodentisit zehirlenmeleri ile ilgili literatürde bildirilmiş veriler değerlendirilerek 
antikoagülan rodentisit kullanımından kaynaklanabilecek risk faktörlerini, özellikle yaban hayatı açısından aktarmak 
amaçlanmıştır. Değerlendirilen birçok çalışmada, Amerika, Avrupa ve Avustralya’nın çeşitli bölgelerinde yaşayan evcil 
ve yaban hayvanlarında hem primer hem de sekonder antikoagülan rodentisit zehirlenmesi bildirilmiş; ülkemizde ise 
yaban hayvanlarında antikoagülan rodentisit zehirlenmelerinin araştırıldığı herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır.
Anahtar kelimeler: Antikoagülan rodentisitler, yaban hayvanları, zehirlenme

Anticoagulant rodenticide poisoning in wild animals
Abstract: Anticoagulant rodenticides are often used in rodent control. Pets such as cats, dogs, or birds such as 
sparrows and pigeons can be poisoned accidentally by ingesting rodenticide bait, which is regarded as primary 
poisoning. Wild animals such as owls, foxes, jackals, on the other hand, usually hunt rodents and have no interest 
in bait. When a rodent consumes an anticoagulant rodenticide bait, it exhibits abnormal behaviors such as move-
ment disorders, reduced flight response and usually dies within a few days. As a result, predators can easily hunt the 
poisoned rodents. However, rodenticides that already have accumulated in the prey’s body may affect the predator, 
leading to secondary poisoning. Secondary poisoning occurs more frequently, especially in areas where human 
settlement is close to the wildlife. In this review, we evaluated the published data of rodenticide poisoning in animals 
and showed the risks of anticoagulant rodenticides, particularly in the case of wildlife. Many studies have reported 
both primary and secondary rodenticide poisoning in domestic and wild animal species in many parts of Europe, 
America, and Australia. There is, however, no report on rodenticide poisoning in wild animals in Turkey.
Keywords: Anticoagulant rodenticides, poisoning, wild animals

Giriş
Kemirici mücadelesinde kullanılan kapan, yapışkan 
tuzak gibi fiziksel araçlar kısıtlı bölgelerde etkili 
olurken, fare ve sıçanların yoğun olarak bulunduğu 
kentsel ve kırsal bölgelerde, kemirici kontrolünün et-
kin bir şekilde sağlanabilmesi amacıyla rodentisitler 
kullanılmaktadır. Nörotoksik etki gösteren striknin 
ve brometalin, hayati organlarda kalsiyum minera-
lizasyonuna yol açan kolekalsiferol, vücut içerisin-
de zehirli fosfin gazı oluşumuna neden olan çinko 
fosfür gibi birçok madde genellikle tuzak yemlere 
katılarak rodentisit olarak kullanılmaktadır (Gupta 
2018). Kemiricilerin yaşadığı bölgelere bırakılan tu-
zak yemlerden, bölgede yaşayan kedi, köpek, yaban 

hayvanları ve kuşlar gibi hedef dışı türler de etkilene-
rek zehirlenebilir. Perakut zehirliliği çok yüksek olan 
bu maddelerin spesifik antidotu bulunmamakta ve 
kazara gerçekleşen zehirlenmeler genellikle ölümle 
sonuçlanmaktadır (Buckle ve Eason 2015). Bir diğer 
rodentisit sınıfı olan antikoagülan rodentisitler (AR) 
ise Vitamin K epoksit redüktaz enzimini inhibe edip 
kan pıhtılaşma mekanizmasını bozar ve kemirici-
lerde iç kanamaya yol açarak ölüme sebep olurlar. 
Ölüm, maruz kalınan AR miktarına bağlı olmakla bir-
likte genellikle birkaç gün içerisinde meydana ge-
lir (Murphy 2018). Rodentisit olarak kullanılan bazı 
maddeler Tablo 1.’de gösterilmiştir. 
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Tablo 1. Rodentisit olarak kullanılan bazı maddeler.
Antikogülan Rodentisitler Diğer rodentisitler
Varfarin Striknin
Bromadiolon Brometalin
Brodifakoum Kolekalsiferol
Koumatetralil Sodyum floroasetat
Difenakoum Alfa-naftil tiyoüre
Difasinon Çinko fosfür
Klorofasinon  

Kemiriciler, neofobik karakterde canlılardır. 
Farklı koku ve tatlara sahip besinlere (özellikle tu-
zak yemler) şüpheyle yaklaşır ve reddederek tüket-
meyebilirler (Grau-Perales ve ark. 2019). Tuzak yem 
uygulaması yapılan bölgelerde sağ kalan kemirici-
lerin, daha sonra aynı yemi reddederek tekrarlayan 
uygulamadan etkilenmedikleri gözlenmiştir. Bu tip 
durumlar özellikle striknin gibi perakut zehirliliği 
yüksek rodentisitler kullanıldığında daha sık ortaya 
çıkmaktadır. AR’ler ise tuzak yem alımını takiben ge-
nellikle uzun bir zaman diliminde (4 ila 10 gün içe-
risinde) etkilerini göstermeye başlarlar. Bu nedenle, 
kemirici canlı tükettiği tuzak yem ile yaşadığı semp-
tomlar veya zehirlenerek ölen diğer kemiriciler ara-

sında ilişki kuramaz ve ölene kadar yemi tüketmeye 
devam eder. Dolayısıyla AR içeren tuzak yemlerde 
yem reddi durumu ile nadiren karşılaşılmaktadır 
(Barnett 1988; Macdonald ve ark. 2015). Ayrıca, ka-
zara gerçekleşen AR zehirlenmelerinde spesifik anti-
dot olan vitamin K1 kullanılarak tedavi gerçekleştiri-
lebilir. Belirtilen nedenlerle AR’ler diğer rodentisitle-
re oranla çok daha sık tercih edilmektedir (Eisemann 
ve ark. 2018).

Antikoagülan rodentisitler
Varfarin 1948 yılında AR olarak kullanılmaya baş-
landıktan (Hayes 1950) kısa bir süre sonra varfarin’e 
karşı kemiricilerde direnç geliştiği tespit edilmiştir 
(Boyle 1960). Bunu takiben, varfarinle yapısal ola-
rak benzeşen klorofasinon, difasinon ve koumatet-
ralil gibi rodentisitlere karşı direnç gelişimi birçok 
araştırmacı tarafından tespit edilmiştir (Greaves ve 
Rennison 1973; Rennison ve Dubock 1978; Martin 
ve ark. 1979; Buckle 2013). Birinci nesil AR’ler olarak 
gruplandırılan bu maddelere karşı gelişen direnç ne-
deniyle sonraki yıllarda daha güçlü ve etkili bileşikler 
sentezlenerek 2. nesil AR’ler olarak adlandırılmıştır 
(Buckle 2013; Mooney ve ark. 2018). Bazı 1. ve 2. 
nesil AR’ler Tablo 2.’de gösterilmiştir.

Tablo 2. Bazı 1. ve 2. nesil antikoagülan rodentisitler ve kimyasal formülleri.
1. Nesil AR Kimyasal Formülü 2. Nesil AR Kimyasal Formülü
Varfarin C19H16O4 Bromadiolon C30H23BrO4

Klorofasinon C23H15ClO3 Brodifakoum C31H23BrO3

Difasinon C23H16O3 Difenakoum C31H24O3

Koumatetralil C19H16O3 Difethialon C31H23BrO2S
Koumafuril C17H14O5 Flokoumafen C33H25F3O4

İkinci nesil AR’ler oldukça lipofilik bileşiklerdir 
ve biyolojik yarılanma ömürleri uzundur. Birinci ne-
sil bileşiklere oranla karaciğerde daha yoğun birikim 
gösterir ve enterohepatik dolaşıma girerler. Ayrıca, 
2. nesil bileşikler vitamin K epoksit redüktaz enzi-
mine daha fazla affinite gösterirler ve bu nedenle 
etkileri daha güçlüdür (Watt ve ark. 2005). Örneğin 
brodifakoum, 2. nesil AR’ler içerisinde etki gücü en 
yüksek bileşik olup, varfarin’den 40-200 kat daha et-
kilidir (King ve Tran 2015). Kemiricilerin ölümcül doza 
maruz kalması için 1. nesil AR içeren tuzak yemlerle 
birkaç kez beslenmesi gerekirken, 2. nesil AR içeren 
tuzak yemden bir kez tüketmesi yeterli olabilmekte-
dir (Watt ve ark. 2005). Belirtilen üstünlükleri nede-
niyle 2. nesil AR’ler süper varfarin olarak adlandırıl-
mış fakat kullanılmaya başlandıktan bir süre sonra 
bu bileşiklere karşı da direnç tespit edilmiştir (Lund 
1984; Gill ve ark. 1992; Blažić ve ark. 2018). Süper 

varfarinler güçlü etkileriyle kemirici mücadelesinde-
ki başarıyı artırmış; ancak aynı zamanda hedef dışı 
zehirlenmelerin daha tehlikeli hale gelmesine neden 
olmuştur. 

Bu derlemenin amacı, hayvanlarda gerçekleşen 
antikoagülan rodentisit zehirlenme vakalarının ve li-
teratür verilerinin incelenerek, antikoagülan roden-
tisit zehirlenmeleri ile ilgili risk faktörlerini özellikle 
yaban hayvanları açısından ortaya koymaktır.

Antikoagülan rodentisitlerle 
zehirlenmeler
Hedef dışı bir canlının AR içeren tuzak yemi tüket-
mesi primer zehirlenme olarak adlandırılır. Tuzak 
yemi tüketen bir canlının (kemirici, kuş, böcek vb.) 
başka bir canlı tarafından avlanması/yenmesi duru-
munda oluşan zehirlenme ise sekonder zehirlenme 
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olarak adlandırılır. Sekonder zehirlenmeler özellikle 
yaban hayvanları açısından önem arz etmektedir 
(Sánchez-Barbudo ve ark. 2012). Ayrıca, böcekçil 
canlıların AR ile kontamine böcekleri tüketmesi ve 
avcı canlıların da böcekle beslenen canlıları avlama-
sı/yemesi durumu tersiyer zehirlenme olarak adlan-
dırılır (Brakes ve Smith 2005).

Antikoagülan rodentisitlerle primer 
zehirlenmeler
İnsanlarda rodentisit zehirlenmeleri kazara ya da su-
istimal (intihar) amaçlı gerçekleşmektedir. Tarım sek-
töründe çalışan işçilerin ya da pestisit uygulaması 
yapan personelin kazara zehirlendiği, yetişkinlerde 
ise intihar amaçlı rodentisit kullanımının daha yay-
gın olduğu bildirilmiştir (Walker ve Beach 2002; Al-
tay ve ark. 2012; Altıparmak ve ark. 2016; Ozturk ve 
Ugras 2018). Ng ve ark. (2018), 4 yıllık süreçte ince-
ledikleri 41 rodentisit zehirlenme vakasının 30’unun; 
Xiang ve ark. (2014), 2 yıllık süreçte gerçekleşen 24 
vakadan 5’inin intihar amacıyla gerçekleştiğini bil-
dirmiştir. Ayrıca, koruyucu ekipman kullanmadan ro-
dentisit uygulaması yapan işçilerde, tekrarlayan der-
mal maruziyet sonucu zehirlenme meydana geldiği 
tespit edilmiştir (Svendsen ve ark. 2002; Bahadır ve 
ark. 2015; Özdemir ve ark. 2016). Rodentisit zehir-
lenme vakalarının birçoğunda 2. nesil AR’ler tespit 
edilmektedir. Yu ve ark. (2013), 20 adet zehirlenme 
vakasında 12’sinde bromadiolon, 8’inde brodifa-
koum tespit ederken Ng ve ark. (2018), 41 vakanın 
31’inde bromadiolon tespit edildiğini aktarmışlardır.

İnsanlarda meydana gelen AR zehirlenmelerin-
de en fazla risk altındaki grup çocuklardır. Özellikle 
1-4 yaş grubundaki çocuklar, rodentisitlere kazara 
maruz kalabilmektedir. Fransa’da gerçekleştirilen bir 
çalışmada, 4 yıllık süreçte 280 adet AR zehirlenme 
vakası tespit edilirken bunun %41’inin 1-4 yaş arası 
çocuklarda gerçekleştiği bildirilmiştir (Berny ve ark. 
2010). Türkiye’de bir tıp fakültesi çocuk acil servisine, 
14 aylık süre zarfında zehirlenme şüphesiyle başvu-
ran 491 hastadan 14’ünün rodentisit zehirlenmesi 
yönünden pozitif olduğu tespit edilmiştir (Kondolot 
ve ark. 2009). Pestisit zehirlenmeleri ile ilgili retros-
pektif bir çalışmada zehirlenme vakalarının ⅓’ünün 
1-4 yaş arası çocuklarda meydana geldiği ve toplam 
709 vakadan 53’ünün AR’ler nedeniyle gerçekleştiği 
belirtilmiştir (Caldas ve ark. 2008). AR zehirlenmele-
rinin araştırıldığı başka bir çalışmada toplam vakala-
rın %70’den fazlasının 5 yaşından küçük çocuklarda 
gerçekleştiği ortaya konulmuştur (Huntington ve 
ark. 2016). Çocuklarda kazara oluşan zehirlenmeler 
genellikle tek sefer ve az miktarda AR alımı sonucu 
gerçekleştiği için klinik belirtiler hafif olarak gözlen-

mekte ve çoğu zaman tedaviye gerek kalmaksızın ve 
bazen de profilaktik K vitamini uygulaması ile tedavi 
edilebilmektedir. Shepherd ve ark. (2002), bromadio-
lon’a maruz kalmış 6 yaş ve altı 10.762 çocukta, ölüm 
ya da herhangi bir ciddi klinik belirti gözlenmediği-
ni belirtmiştir. Ancak, bazı AR’ler fetal yolla yavruya 
geçebilmekte ve bu durum hamilelik esnasında olu-
şabilecek zehirlenmeler konusunda endişe uyandır-
maktadır. Morgan (2006), koumatetralil’in fetal yolla 
yavruya geçerek embriyotoksik ve teratojenik etki-
lere yol açtığını tespit etmiştir. AR’ye maruz kalmış 
hamile bir kadının kanında 126 ng mL-1; doğumun 
hemen ardından yeni doğan çocuğunun kanında ise 
94 ng mL-1 bromadiolon saptanmış; şiddetli beyin 
kanaması geçiren çocuğun kurtarılamadığı bildiril-
miştir (Ma ve ark. 2017). Kazara gerçekleşen zehir-
lenmeleri engellemek için tuzak yem istasyonlarının 
yapısının değiştirilmesi, çocukların ulaşamayacağı 
yerlerde konumlandırılması, bazı ülkelerde ise satı-
şının kısıtlanması gibi yöntemlere başvurulmuştur. 
1988 yılından itibaren tuzak yemlere katılarak kul-
lanılan denatonyum benzoat (acı tat verici madde) 
kemiriciler tarafından tespit edilemezken insanlar 
tarafından acı olarak algılanıp oral maruziyet riskini 
oldukça düşürmektedir. Bu madde toksik olmaması-
nın yanında rodentisit etkisini de engellememekte-
dir (Kaukeinen ve Buckle 1992; Rattner ve ark. 2014; 
King ve Tran 2015).

Tuzak yemler, düşük AR konsantrasyonlarıyla 
(%0,002-%0,005) ve denatonyum benzoat ile hazır-
lanmakta; tuzak yem istasyonları ise genellikle 50-
100 gram arası bloklar içermektedir (Johnston ve 
ark. 2005). AR’ler içerisinde en zehirli bileşik olarak 
tanımlanan brodifakoum’un %50 ölümcül doz (ÖD50) 
değeri genel olarak köpeklerde 3,5 mg kg-1, kediler-
de ise 25 mg kg-1 olarak belirtilmektedir (Kopanke 
ve ark. 2018). Kedi ve köpekler tuzak yemleri kazara 
yeseler dahi acı tat nedeniyle tüm bloğu tüketmez 
ve genellikle ölümcül olmayan miktarda rodentisite 
maruz kalırlar. Bu nedenle evcil hayvanlarda primer 
AR zehirlenmelerine nadiren rastlanmaktadır. An-
cak, uygulama esnasında yapılan hatalar nedeniyle 
hedef dışı hayvanlar daha fazla rodentisite erişebilir 
ve primer olarak ölümcül dozlara maruz kalabilirler. 
Ayrıca, AR’ler karaciğerde yoğun olarak akümüle 
olabildikleri için tekrarlayan maruziyet sonucu he-
def dışı canlının vücudunda ölüme neden olabilecek 
miktarda AR birikebilir (Godfrey 1985; Stone ve ark. 
1999). Primer AR zehirlenmeleri başta sokak hay-
vanları olmak üzere kedi ve köpeklerde (Berny ve 
ark. 2010; Kırbaş ve ark. 2012; Griggs ve ark. 2016; 
Thomer ve Santoro 2018) bazen de serçe, güvercin 
gibi avcı olmayan kuşlar ya da yaban hayvanların-
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da bildirilmektedir. Sarabia ve ark. (2008), klorofa-
sinon içeren buğday tanelerini tüketen çok sayıda 
güvercinin öldüğünü belirleyerek, nekropsi sonucu 
güvercinlerin vücudunda yoğun subkutanöz ka-
namalar saptamış ve kursaklarının zehirli tanelerle 
dolu olduğunu bildirmiştir. Tuzak yemlere maruziyet 
ve zehirlenme, kış mevsimi gibi yem kaynaklarının 
azaldığı zamanlarda daha sık şekillenmektedir. Tuzak 
yemlerin açık alandan ziyade kapalı kutularda sade-
ce kemiricilerin erişebileceği şekilde dizayn edilmesi 
primer zehirlenme riskini azaltsa da özellikle kuşlar 
tuzak yem istasyonlarına kolaylıkla erişebilmektedir. 
Serçe, güvercin gibi küçük yapıdaki kuşlar yem is-
tasyonlarına direkt girebilir veya uzun gagalı kuşlar 
dışardan yeme erişebilirler. Kuşlar aynı zamanda is-
tasyon etrafında bulunan ve zehirli yemi tüketerek 
kontamine olmuş böceklerle de beslenebilirler (Vyas 
2017). Ancak, sansar ya da baykuş gibi tamamen 
karnivor beslenme şekline sahip avcı türler tuzak 
yemlere genellikle ilgi göstermezler. Bu nedenle 
AR’lere primer olarak maruz kalma ihtimalleri olduk-
ça zayıftır (Shore ve ark. 1999). Çiftlik hayvanlarında 
AR maruziyetine nadiren rastlanmasına rağmen ilgili 
bileşiklerin hayvansal ürünlere geçebildiğinin göste-
rilmesi, halk sağlığı açısından önem arz etmektedir. 
Kammerer ve ark. (1998), oral yolla varfarin uygu-
ladıkları tavuklarda yumurta ile varfarin ekskresyo-
nunun 14. güne kadar devam ettiğini; Vries ve Sch-
mitz-Kummer (1994), fenprokumon’un sütle atıldı-
ğını bildirmiştir. Bazı AR aktif maddelerinin rumende 
yıkımlanmaması ve oral biyoyararlanım değerlerinin 
yüksek olması (Berny ve ark. 2006) bu maddelerin 
hayvansal ürünlerde kalıntı olarak bulunabileceğine 
işaret etmektedir. Buna ek olarak Pitt ve ark. (2011), 
pişirme işleminin difasinon üzerine çok az etkisi ol-
duğunu, ilgili maddenin en çok karaciğerde sapta-
nırken ete de geçebileceğini belirtmişlerdir. Ancak, 
literatür araştırmasında hayvansal gıdalar aracılığıy-
la oluşan herhangi bir AR zehirlenmesi bildirimine 
rastlanmamıştır.

Antikoagülan rodentisitlerle sekonder ve tersiyer 
zehirlenmeler
Yaban hayatı açısından büyük risk teşkil eden se-
konder zehirlenmeler, kemiricileri avlayan tilki, ça-
kal, gelincik, vaşak gibi memeli türlerinin yanı sıra 
baykuş, şahin, kartal, atmaca gibi avcı kuş türlerini 
etkilemektedir. Özellikle kış aylarında besin sıkıntısı 
yaşayan gelincikler, gıda ihtiyaçlarının büyük kısmını 
fare ve sıçanları avlayarak karşılamaktadır (Shore ve 
ark. 1999; Zielinski ve ark. 2020). Kemiriciler ise yaz 
aylarında rahatlıkla besin bulabilirken, kış aylarında 
yeterince besin bulamayarak tuzak yemlere daha 

çok ilgi göstermekte ve böylece soğuk mevsimlerde 
tuzak yemlerin etkisi artmaktadır (Lefebvre ve ark. 
2017). Ayrıca, kemiriciler kış mevsiminde soğuktan 
korunmak için kentsel bölgelerde genel olarak kana-
lizasyon ve evlerde, kırsal bölgelerde ise çiftliklerde 
yoğunlaşmaktadır (Feng ve Himsworth 2014). Dola-
yısıyla insanların yoğun olarak yaşadıkları bölgelerde 
rodentisit kullanımı özellikle kış aylarında artmakta-
dır. Kırsal alanlarda yaşayan yaban hayvanlarında AR 
maruziyetine daha az rastlanırken, kentsel alanlara 
yakın bölgelerde yaşamını sürdürenlerde zehirlen-
me sıklığının ve örneklerde tespit edilen AR mikta-
rının arttığı bildirilmiştir (López-Perea ve ark. 2015; 
Lohr 2018; López-Perea ve ark. 2019). Kemirici po-
pülasyonunun artışı nedeniyle yoğun miktarda AR 
kullanılmaya başlanan bölgelerde, çevrede yaşayan 
hedef dışı canlıların primer ya da sekonder olarak 
AR’lerden etkilenme riskleri artmaktadır (Fourel ve 
ark. 2018). AR maruziyeti ile ilgili yaban hayvanların-
da yapılan bazı tarama çalışmaları, incelenen yaban 
hayvanları ve numunelerde tespit edilen antikoagü-
lan rodentisit miktarları Tablo 3.’te özetlenmiştir.

Kemiriciler, avcılardan korunmak için tigmotaksi 
(açık alandan ziyade duvar gibi dikey yüzeylere ya-
kın konumda yürüme) ve nokturnal yaşam gibi dav-
ranışlar geliştirmiştir. AR’lere maruz kalan kemiriciler 
ise açık alanda bulunma, gündüz yuva dışına çıkma, 
sersemlik gibi çeşitli davranış bozuklukları göster-
mekte (Cox ve Smith 1992); kaçış dürtülerinin azal-
dığı ve hareket kabiliyetlerinin düştüğü bildirilmek-
tedir (Brakes ve Smith 2005). İlgili durumlar, avcıların 
AR’den etkilenen kemiricileri daha kolay yakalama-
sına ve dolayısıyla sekonder zehirlenme riskinin art-
masına neden olmaktadır. Sekonder zehirlenmeye 
katkı yapan bir diğer unsur ise özellikle 2. nesil AR’le-
rin karaciğerde yüksek derecede akümüle olmasıdır. 
Birinci nesil AR’lerin karaciğerde ortalama yarılanma 
ömürleri 30-55 gün iken 2. nesil bileşiklerde bu süre 
220 güne kadar uzayabilmektedir (Sánchez-Barbu-
do ve ark. 2012). Kemirgenler, AR’lerin gecikmeli et-
kileri nedeniyle ölmeleri için yeterli miktardan daha 
fazla rodentisit tüketebilir ve bu maddeler vücut-
larında birikir. AR’lere dirençli bazı kemirgenler ise, 
normalde ölümcül olabilecek miktardaki AR’lerden 
etkilenmez ve tuzak yemi tüketmeye devam eder. 
Böylece, vücutlarında çok daha fazla miktarda AR 
biriken bu dirençli kemiriciler, avcı canlılar açısından 
daha büyük risk oluştururlar (Smith ve Shore 2015; 
Blažić ve ark. 2018). AR maruziyeti sonucu şekillenen 
davranışsal değişiklikler avcı canlıları da etkilemek-
tedir. Saravanan ve Kanakasabai (2004), peçeli bay-
kuşlara, difetialon içeren yem ile beslenmiş sıçanları 
yedirerek baykuşları davranış değişikliği yönünden 
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incelemiş; subletal dozlarda ele alınmaya kayıtsızlık, 
sersemlik gibi davranışsal semptomlar belirlemiştir. 
Ayrıca, baykuşların sıçanları parçaladıkları; ancak ge-
nellikle tamamen yemedikleri bildirilmiştir. Benzer 
bir çalışmada brodifakoum, difenakoum, flokouma-
fen içeren yemle beslenmiş fareler (her bir fare sa-
dece tek bir AR içeren yemle beslenmiş) peçeli bay-
kuşlara sunularak bu maddelerin toksisiteleri (her 
bir baykuş tek bir AR’ye maruz kalmış) değerlendiril-
miştir. Bu çalışmada da baykuşların fareleri parçala-

yarak bir kısmını (özellikle bağırsaklar) yemediği ba-
zen ise fareyi tamamıyla reddederek yemediği göz-
lenmiştir. Kümülatif olarak brodifakoum 3,3 mg/kg, 
difenakoum ve flokoumafen 1,9 mg/kg’a doza kadar 
baykuşların yaşadığı; brodifakoum 5,4 mg/kg, dife-
nakoum 3,7 mg/kg, flokoumafen 2,2 mg/kg dozda 
ise ölüm gerçekleştiği tespit edilmiştir (Gray ve ark. 
1994). Ancak, ilgili çalışmada inceleme yapılan bay-
kuş sayısı yetersiz (12 adet) olduğu için kümülatif 
öldürücü dozlar gerçeği tam olarak yansıtmayabilir.

Tablo 3. Yaban hayvanlarında tespit edilen antikoagülan rodentisit miktarları. 
Tür N N+

(AR) N+
(AR)>1 ∑AR ortalama (µg/kg) Kaynak

Vaşak (Lynx rufus) 39 35 27 350 
(10 – 890)

(Riley ve ark. 
2007)

Kır Kurdu (Canis latrans) 5 5 1 340 
(90 – 1200)

(Poessel ve ark. 
2015)

Gelincik (Mustela putorius) 68 54 35 120 
(1 – 3162)

(Sainsbury ve ark. 
2018)

Kızıl Tilki (Vulpes vulpes) 311 198 128 ?
(1 – 2433)

(Geduhn ve ark. 
2015)

Balıkçıl Sansar (Martes pennanti) 58 46 ? ?
(120 – 3400)

(Gabriel ve ark. 
2012)

Kaya Sansarı (Martes foina) 71 70 65 727 
(? – 2361) (Elmeros ve ark. 

2018)Gelincik (Mustela putorius) 69 65 47 242 
(? – 1466)

Kakım (Mustela erminea) 61 59 50 ? 
(1 – 1290)

(Elmeros ve ark. 
2011)Bayağı Gelincik (Mustela nivalis) 69 65 48

Kızıl Kuyruklu Şahin (Buteo jamaicensis) 37 36 29

118 
(10 – 900) (Murray 2011)

Çizgili Baykuş (Strix varia) 24 21 10
Puhu (Bubo virginianus) 17 17 11
Eastern Screech Owl* (Megascops asio) 16 16 12

Southern BooBook* (Ninox boobook) 73 53 28 310 
(? - 4002) (Lohr 2018)

Kızıl Kuyruklu Şahin (Buteo jamaicensis) 105 85 16 100 
(10 – 950)

(Stansley ve ark. 
2014)Puhu (Bubo virginianus) 22 18 4

Puhu (Bubo virginianus) 78 43
67 ? 

(1– 1120)
(Albert ve ark. 

2010)Çizgili Baykuş (Strix varia) 25 23
Peçeli Baykuş (Tyto alba) 61 48
Bayağı Atmaca (Accipiter nisus) 14 6

38 139 
(0.1 – 702)

(Ruiz-Suárez ve 
ark. 2014)

Kulaklı Orman Baykuşu (Asio otus) 23 17
Kızıl Enseli Doğan (Falco pelegrinoides) 16 5
Bayağı Kerkenez (Falco tinnunculus) 21 14
Peçeli Baykuş (Tyto alba) 21 16

Kızıl Çaylak (Milvul milvus) 114 79 28 155 
(?)

(Hughes ve ark. 
2013)

Kızıl Tilki (Vulpes vulpes) 40 32 27 ?
(1-192)

(Seljetun ve ark. 
2020)

N: İncelenen numune sayısı, N+: AR tespit edilen numune sayısı, N+(AR)>1: İçeriğinde birden fazla AR bileşiği tespit edilen ör-
nek sayısı, ∑ARortalama: Numunelerde saptanan ortalama rodentisit konsantrasyonu (minimum ve maksimum konsantrasyonlar)  
*Türkçe karşılığı bulunamadığı için İngilizce ismi yazılmıştır.
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AR toksisitesi omurgasız canlılar üzerinde daha 
zayıf olarak şekillenir. Omurgasız canlılar genellik-
le memeli ve kuşlarda toksik etkiye neden olan AR 
dozlarından etkilenmezler. Bu durum AR içerikli tu-
zak yemleri tüketen omurgasızların, böcekçil meme-
li ve kuş türlerinde sekonder zehirlenmeye aracılık 
edebilmesine neden olur (Johnston ve ark. 2005; 
Dowding ve ark. 2010). Spurr ve Drew (1999), AR 
içeren çeşitli tuzak yemlerin başta Huberia brounii 
türü karıncalar olmak üzere en az 45 farklı türden 
omurgasız canlı tarafından tüketildiğini saptamış ve 
ilgili durumun özellikle böcekçil kuşlar için sekonder 
zehirlenme riskine işaret ettiğini belirtmiştir. Benzer 
şekilde Alomar ve ark. (2018), AR tuzak yemlerinin 
sümüklü böcekler (Deroceras reticulatum) tarafın-
dan tüketilerek sümüklü böceklerin kontamine ola-
bildiğini ve bu durumun sivri fare (Sorex araneus), 
kirpi (Erinaceus europaeus) ve sığırcık (Sturnus vul-
garis) gibi sümüklü böceklerle beslenen canlılarda 
sekonder zehirlenmeye sebep olabileceğini; Booth 
ve ark. (2003), yer solucanlarının da benzer şekilde 
sekonder zehirlenmeye aracılık edebileceğini belirt-
miştir. Dowding ve ark. (2010), 120 adet kirpi (Erina-
ceus europaeus) karaciğerinde AR kalıntısını araştır-
dıkları çalışmada 80 kirpide AR bileşiği tespit etmiş 
ve pozitif örneklerin 27’sinde birden fazla AR bileşiği 
bulunduğunu ortaya koyarak böcekçil canlılarda se-
konder zehirlenmeye dikkat çekmiştir. Ancak, böcek 
vücudunda biriken AR miktarının düşük ve atılımının 
memeli ve kuşlara oranla daha hızlı gerçekleşmesi 
nedeniyle böceklerin sekonder/tersiyer zehirlenme-
lere aracılık etme riskleri oldukça düşüktür (Brooke 
ve ark. 2013).

AR zehirlenmesi uyuşukluk, zayıflık, algı ve ha-
reketin azalması, kanama gibi spesifik olmayan kli-
nik belirtilere sahiptir. Yaban hayatına dair toplanan 
çoğu örnek daha önceden ölmüş hayvanlardan alın-
dığı için ölüm sebebine işaret edebilecek lezyonlar 
ve bulgular kesin olarak ayırt edilememektedir. Ayrı-
ca evcil hayvanlardaki öldürücü AR konsantrasyonla-
rının bilinmesine karşın yaban hayvanlarındaki öldü-
rücü konsantrasyonlar tam olarak tespit edilmemiş-
tir. Bu nedenlerle yaban hayvanlarında tespit edilen 
AR miktarları ile ölüm sebebi arasında tam bir ilişki 
kurulamamaktadır (Elmeros ve ark. 2011; Lefebvre 
ve ark. 2017; Sainsbury ve ark. 2018). Kemirgenleri 
avlayan baykuş, şahin gibi kuş türleri veya karnivor 
beslenme şekline sahip gelincik, tilki gibi memelile-
rin farklı tuzak yemlere ulaşma şansı oldukça düşük 
ve bu yemleri tüketme isteği zayıftır. Bu bağlamda 
sekonder zehirlenme tespitini destekleyen bulgular-
dan biri travmatik hasar olmaksızın gerçekleşen iç 
kanama iken (Şekil 1.) (Stone ve ark. 1999), ikincisi ve 

en önemlisi, analiz edilen örneklerde birden fazla AR 
aktif maddesinin tespit edilmesidir. Christensen ve 
ark. (2012), 5 farklı yırtıcı ve 6 farklı baykuş türünden 
olmak üzere toplam 430 adet örneği analiz ederek 
%92’sinde AR saptamış; AR saptanan örneklerin ise 
%73’ünün birden fazla AR içerdiğini tespit etmiş-
tir. Lohr (2018), 73 adet baykuş karaciğerini analiz 
ederek %72,6’sında tek, %38,4’ünde birden fazla AR 
tespit etmiş; 7 adet baykuşta ise dış bakıda herhangi 
bir zehirlenme belirtisi (örn; kanama) gözlemezken 
disseksiyon esnasında muhtemel AR kaynaklı torasik 
kavitede kanama, subdermal ve muskular kanama-
lar, ağız ve gaga çevresinde kanama gözlemlemiştir. 
Sánchez-Barbudo ve ark. (2012), 2 farklı sürüngen, 
18 farklı memeli ve 42 farklı kuş türünden olmak üze-
re toplam 401 adet evcil hayvan ve yaban hayvanını 
inceleyerek %38,7’sinin AR ile kontamine olduğunu; 
klinik belirtiler, nekropsi ve toksikolojik analizler so-
nucunda ise %34,9’unun AR’ler nedeniyle hayatını 
kaybetmiş olabileceğini bildirmiştir. Albert ve ark. 
(2010), çeşitli hayvanlardan elde edilen 164 örneğin 
%10’unda üç farklı, sadece 1 örnekte ise 4 farklı AR 
tespit ederken; Elmeros ve ark. (2011), inceledikleri 
4 adet kakım ve gelinciğin tamamında brodifakoum, 
bromadiolon, koumatetralil, difenakoum, flokouma-
fen olmak üzere 5 farklı AR tespit etmiştir. Yaban ha-
yatında insanla karşılaşma olasılığı düşük olan nadir 
türlerin de AR’lerden etkilendiği gösterilmiştir. Riley 
ve ark. (2007), AR zehirlenmesi nedeniyle öldüğünü 
belirledikleri 2 adet pumanın karaciğerlerinde sıra-
sıyla 1,27 ve 0,51 mg/kg bromadiolon, 0,57 ve 0,31 
mg/kg brodifakoum tespit etmişlerdir. 

AR’lerin yavrulara aktarımının araştırıldığı bir 
çalışmada, tarla faresi mücadelesi yapılan kırsal bir 
bölgede, 40 farklı kerkenez yuvasında bulunan top-
lam 112 kerkenez yavrusundan alınan kanlar analiz 
edilerek 19 örnekte bromadiolon tespit edilmiştir. 
Bromadiolon’a maruz kalmış kerkenez yavrularının 
vücut ağırlıklarının ise maruz kalmamış olanlara 
göre %6,7 oranında daha zayıf olduğu belirlenmiş-
tir (Martínez‐Padilla ve ark. 2017). Gabriel ve ark. 
(2012), AR zehirlenmesi nedeniyle ölen bir anne 
sansarın, sütü aracılığıyla yavrusuna AR aktarmış 
olduğunu tespit etmiş; ancak yavruda AR zehirlen-
mesine ilişkin herhangi bir belirtiye rastlanmadığını 
bildirmiştir. Salim ve ark. (2015), bromadiolon ya da 
klorofasinon aktif maddelerine maruz kalan peçeli 
baykuşların yumurtalarında ilgili maddeleri tespit 
etmiş ancak bu durumun yumurta kabuğu kalınlığı 
ve yumurta şeklini etkilemediğini bildirmiştir.

AR’lerin yoğun kullanımı, uzun vadede bölgede 
yaşayan avcı türlerin sayısını da etkileyebilmektedir. 
Proulx ve Mackenzie (2012), yoğun ve seyrek ola-
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rak rodentisit uygulanan iki farklı bölgeyi avcı yaban 
hayvanları sayıları yönünden karşılaştırmış; rodenti-
sit uygulamasının az olduğu bölgedeki porsuk ve til-
ki sayısını yoğun olan bölgeye oranla sırasıyla 2,2 ve 
6,4 kat fazla bulmuştur. Ayrıca, AR’lerin direkt etkileri 
dışında tuzak yem hazırlanırken kullanılan bazı yar-
dımcı maddeler de yaban hayvanlarına zarar verebil-
mektedir. Özellikle pelet formundaki tuzak yemlerin 
hava şartlarına dayanıklılığını artırmak için eklenen 
parafin, bazı kuşlarda taşlık tıkanmasına (gizzard 
impaction) sebep olarak ölüme yol açabilmektedir 
(Blus ve ark. 1985; Vyas 2017).

Şekil 1. Ölümcül AR maruziyeti sonucu torasik kavi-
tede yoğun kan birikimi (Gabriel ve ark. 2012).

Yaban hayatında AR maruziyetini belirlemek 
için yapılabilecek geniş çaplı çalışmalarda, ölü hay-
vanları bulmak veya incelenecek hayvanların ölmesi-
ni beklemek uzun ve yorucu bir çabadır. Bu nedenle 
tarama çalışmalarında ana örnek olan karaciğer ye-
rine dışkıda bulunan AR’lerin araştırılabileceği ileri 
sürülmüştür. Ancak, taze dışkı örneklerinin analizi 
gerçek değerleri yansıtsa da hava koşullarına bağlı 
olarak AR konsantrasyonunun hızla düştüğü ve üze-
rinden uzun zaman geçmiş örneklerin gerçek ma-
ruziyeti yansıtmadığı belirtilmiştir (Prat-Mairet ve 
ark. 2017; Fourel ve ark. 2018; Seljetun ve ark. 2018). 
AR zehirlenmesi tespitine yönelik çalışmalarda ka-
raciğere diğer bir alternatif olarak Newton ve ark. 
(1994), baykuşların beslenme sonrası regurgitasyon 
ile çıkardıkları besin artıklarının kullanılabileceğini 
belirtmişlerdir.

Sonuç
Tuzak yemlerde bulunan AR konsantrasyonları ol-
dukça düşüktür. Acı tat verici maddeler ise kaza-
ra oluşabilecek yem tüketimini sınırlamaktadır. Bu 
nedenle kedi, köpek gibi evcil hayvanlarda kasıtlı 
eylemler dışında primer AR zehirlenme insidansı 

düşüktür. Sekonder zehirlenme bakımından yaban 
hayvanlarının ölümcül doza maruz kalabilmesi ise 
AR ile kontamine çok sayıda kemirici tüketmesi ile 
ancak mümkün olmaktadır. Bu nedenle özellikle 
yaban hayatında gerçekleşen AR zehirlenmelerinin 
ölümcül etkilerinden çok davranışsal, reprodük-
tif ve hormonal bozukluklar ile ilgili çeşitli suble-
tal etkilerinin açığa çıkarılması gerekmektedir. AR 
zehirlenmesinin kolaylıkla tedavi edilebilir olması, 
genel olarak insektisit ve herbisit zehirlenmelerine 
nispeten daha hafif seyretmesi, insan ve evcil hay-
vanlarda zehirlenme riskini düşüren başlıca etkenler 
arasında yer almaktadır. Ancak, yaban hayvanları ve 
dolayısıyla ekosistem açısından özellikle sekonder 
zehirlenme riski halen yüksektir. Evcil hayvanlar ve 
insanlarda gerçekleşen zehirlenmelere dair kayıtlar 
düzenli olarak tutulabilmekte iken yaban hayvan-
larında gerçekleşen zehirlenmeler ancak tarama 
çalışmaları sonucu ortaya çıkmakta, birçok zehir-
lenme vakası muhtemelen gözden kaçırılmaktadır. 
Yapılan literatür taraması sonucu, ülkemizde yaban 
hayvanlarında AR kalıntısı araştırılan bir çalışmaya 
rastlanmamıştır. Dolayısıyla ülkemizde yaşayan ya-
ban hayvanlarının AR maruziyetinin belirlenmesi ve 
zehirlenme nedenlerinin ortaya çıkarılabilmesi için 
çok sayıda çalışmaya ihtiyaç vardır. 
Maddi destek ve çıkar ilişkisi:  Çalışmayı maddi 
olarak destekleyen kişi/kuruluş yoktur ve yazarların 
herhangi bir çıkara dayalı ilişkisi yoktur.
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Editöre Mektup
Letter to Editor

Sayın Editör,

Covid-19 tedbirlerinin Ek.4 Onaylı/Kayıtlı İşletmelere Ait 
Resmi Kontrol Formuna dâhil edilmesi her iki kanunun 
uygulanabilirliğinin kontrolü ve idari yaptırımlar açısından 
önemli kolaylıklar sağlayacağını düşündüğüm “Resmi 
Gıda Kontrollerinde Covid-19 tedbirlerine Yönelik İla-
ve Gereklilikler” başlıklı çalışmamla ilgili bazı görüşlerimi 
paylaşmak istiyorum.

Bireysel ve sosyal hayatlarımız üzerinde ani ve bek-
lenmedik etkilere yol açan pandemi döneminde, salgının/
bulaşın toplum sağlığı ve kamu düzeni açısından oluştur-
duğu riski yönetme, sosyal izolasyonu temin, sosyal me-
safeyi koruma ve salgının/bulaşın yayılım hızını kontrol 
altında tutma amacıyla birçok tedbir kararları alınarak 
uygulamaya geçirilmiştir. Dünya Sağlık Örgütü, virüsün 
bulaşması ve yayılmasının engellenmesi için kamuoyuna 
yönelik genel tavsiyeler yayınlamıştır. Ülkemizde de bu 
doğrultuda, hayatın her alanına yönelik uyulması gereken 
kurallar ve önlemler; Sağlık Bakanlığı ve Koronavirüs Bilim 

Kurulunun önerileri, Cumhurbaşkanı talimatları doğrultu-
sunda belirlenerek uygulamaya geçirilmektedir.

Kamu otoritelerinin Covid-19’u önlemeye yönelik 
kurallarının çoğu genel hijyen ilkelerine dayanmaktadır. 
İşletme yetkilileri ve çalışanları, faaliyette oldukları sürece 
Yeni Koronovirüs hastalığına karşı işyerlerinde etkin mü-
cadele için kamu otoritesi tarafından bildirilen tedbirlere 
uymak zorundadır. Gıda işletmelerinin pandemi sürecinde 
5996 sayılı Veteriner Hizmetleri Bitki Sağlığı Gıda ve Yem 
Kanunu’na ve 1593 sayılı Genel Hijyen Kanununa (Umu-
mi Hıfzıssıhha Kanunu) uyması gerekmektedir. Denetim 
ve kontrollerde gıda operasyonlarının emniyetli koşullar-
da sağlanması, belirlenen kontrol önlemlerinin alınması 
ve tüm bu işlemlerin sürekliliği hedeflenmektedir. Resmi 
incelemelerde sadece gıda güvenliği kriterleri değil, Co-
vid-19 hastalığının yayılmasını önlemek için ek önlemler 
de dikkate alınmaktadır (Anonim 2010; Anonim, 2011; 
Anonim, 2020). Bu öngörü ile Onaylı/Kayıtlı İşletmelere 
Ait Resmi Kontrol Formu’na yapmış olduğum ilaveler, bil-
gilerinize sunulmuştur. Önümüzdeki dönemlerde bir katkı 
olarak değerlendirilmesini ümit ediyorum.

Çizelge 1. Resmi Gıda Kontrollerinde Covid-19 tedbirlerine Yönelik İlave Gereklilikler
A. GENEL HİJYEN
1. Koronavirüs tedbirleri kapsamında işletmelerin faaliyet öncesi, mola sonrası ve faaliyet bitiminde temizlik ve dezenfeksiyon işlemlerinin 

uygulanmalı, bu işlemler günlük olarak kaydedilmelidir.
2. Personeller arasındaki sosyal mesafenin korunacağı ve personelin mümkün olduğu kadar az kişi ile temas sağlayacağı bir çalışma düzenine 

geçilmeli, Koronavirüs tedbirleri kapsamında işletmelerin alanı sosyal mesafe ( en az 2 metre) kuralına uygun olacak şekilde olmalı. Bulaşık 
alandan temiz alana mekanik hava akımı önlenmeli, %100 temiz havanın sirkülasyonu sağlanacak şekilde havalandırma sağlanmalı, havalandırma 
sisteminin filtrelerin temizliği, bakım-onarımı periyodik olarak yapılmalıdır. 

3. Depo yeterli kapasitede olmalı, yeterli havalandırma sağlanmalı, gerekli durumlarda sıcaklıkların izlenmesini ve kayıt edilmesini sağlamalıdır. 
Havalandırma, Covid-19 Kapsamında Klima/İklimlendirme Sistemlerinde Alınacak Önlemlere uygun olmalıdır. 

4. Drenaj sistemi, bulaşma riskini önleyecek şekilde oluşturulmalı, drenaj sistemleri çevreye zarar vermemeli, yeterli sayı ve boyutta drenaj kanalı 
bulunmalı, atık su kanalları zararlı girişine, koku yayılmasına ve atıkların kanaldan geri dönüşüne karşı güvenilir, temizlenebilir-dezenfekte 
edilebilir olmalıdır.

5. İşletmenin girişinde dezenfektanlı paspas ve her bölümünde yeterli sayıda lavabo ve el dezenfektanı bulundurulması, işletmede varsa banyolar 
ve tuvaletlerin Sodyum Hipoklorit ile düzenli olarak dezenfeksiyonu sağlanmalı, atık su borularında kaçak, çatlak, vb. tespit edilerek onarılmalı, 
kanalizasyon sistemi dışına yayılması engellenmelidir.

6. Lavabo girişlerine dezenfektan paspas, sıcak ve soğuk akan su, el temizleme ve dezenfeksiyon malzemeleri, tek kullanımlık kağıt havlu 
bulundurulmalıdır.

7. Gıda yıkama bölümleri, el yıkama bölümlerinden ayrı olmalıdır. Gıda yıkama bölümünde sıcak akan su ve yeterli sayıda ve büyüklükte yıkama 
havuzları bulundurulmalı, gıdaların yıkanmasında kullanılan su güvenilir olmalıdır.

9. Drenaj sistemi, ön arıtma işleminden sonra deşarj noktasından önce dezenfeksiyon işlemine tabi tutulmalı, su ve atık su yönetimleri 
oluşturulmalıdır.

10. Soyunma odalarında, yemekhanede, servislerde, sosyal mesafenin korunması için gerekli önlemleri alınması sağlanmalıdır.

11. Temizlik ve dezenfeksiyon maddeleri gıdanın bulunduğu alanlarda depolanmamalıdır.

12. İşletme İçi Salgın Tedbir Planı hazırlanmalıdır.

B. ÖZEL HİJYEN GEREKLİLİKLERİ

1. Corona virüsünün yüzeyde tutunma süreleri dikkate alınarak günlük temizlik-dezenfeksiyon işlemleri uygulanmalı ve kaydedilmelidir. 

2. Tavan yüksekliği, çalışılan alanın m2’sine uygun havalandırma sağlamalıdır.

Resmi gıda kontrollerinde Covid-19 tedbirlerine 
yönelik ilave gereklilikler
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3. Kapılar temizlenebilir, dezenfeksiyona uygun, pürüzsüz ve emici olmayan malzemeden üretilmiş olmalı,  günlük olarak temizlik-dezenfeksiyon 
işlemi yapılmalı ve kaydedilmelidir.

4. Tüm yüzeyler günlük olarak en geç 2 saatte 1 kez olmak üzere temizlik-dezenfeksiyon işlemi yapılmalı ve kaydedilmelidir.

Pazar yerleri ile ilgili gereklilikler
1. Mevcut pazar yerlerinde ve yoğunluğu dağıtmak için belirlenen yeni pazar/satış yerlerinde her bir satış yeri (tezgah/sergi) arasında en az 3 metre 

mesafe olacak şekilde pazar/satış yerlerinin düzenlenmesi, pazar/satış yerlerinde ambalajsız satılan yaş sebze ve meyvelerin tüketicilerce temas 
edilmeden, doğrudan pazarcı esnafı tarafından hijyen koşullarına dikkat edilerek poşetlenmesi/satışı yapılmalıdır.

2. Bu yerlerde çöp toplama (gıda ve tıbbi atık), hijyen ve dezenfeksiyon hususunda gerekli tedbirler alınmalıdır.

3. Kişisel hijyen kurallarına uyması konusunda gerekli koruyucu önlemlerin alınması (maske, eldiven, bone vb.), el dezenfektanı bulundurulmalıdır.

C. TAŞIMA
1. Taşımada kullanılan araçların özellikle fazla temas edilen yüzeyler başta olmak üzere sık aralıklarla (en geç iki saatte bir) temizlik-dezenfeksiyonu 

sağlanmalıdır.
D. EKİPMAN İLE İLGİLİ GEREKLİLİKLER
1. Kullanılan dezenfektan maddenin uygulanacak yüzeye spesifik olması, korozif etki göstermemesi ve etki spektrumunun tüm mikroorganizmaları 

kapsayacak şekilde (bakteri, maya-küf, virüs vb.) olması sağlanmalıdır. 
2. Temizliği yapan kişi yaptığı işlemin kaydını tutmalı, uygulama sırasında maske ve diğer koruyucu tedbirler sağlanmalıdır.

E. TIBBİ ATIK YÖNETİMİ
Covid-19 pandemisine yönelik atık yönetim (tıbbi, evsel, diğerleri) sistemi oluşturulmalı, maske-eldiven-diğer koruyucu ekipmanları içeren 
kontamine olmuş atıklar üzerleri örtülebilen kaplar içinde toplanmalı, 500 mg/L olan klor içeren bir dezenfektan ile muameleden sonra, ağzı 
kapalı bir poşet içinde tehlikeli çöplere atılmalıdır.

F. SU TEDARİKİ

1. Merkezi su arıtma yöntemleri tüm bulaşıcı hastalık etmenlerini inaktive edecek şekilde kurulmalı, işletmede su güvenliği sağlanmalıdır. 

G. PERSONEL HİJYENİ
1. Solunum yolu enfeksiyonu bulguları gösteren kişilerin bireysel izolasyonu sağlanmalı, son 14 gün içinde Koronavirus teşhisi konmuş herhangi 

biriyle temas ettiyse bunu gıda işletmesine bildirmeli, gıda işletmesine gitmeyip kendisine ev karantinası uygulanmalıdır.
2. Bütün personel ağız ve burnu kapatacak şekilde tıbbi maske kullanmalı, ortak kullanım alanlarında maskeye temastan sonra el hijyeni 

sağlanmalıdır.
3. Olası bir bulaşı ortaya çıkması ya da şüphesi halinde iletişim ve acil durum senaryosu hazırlanmalıdır. İşletmede “Acil durumda ulaşılacaklar listesi 

ve iletişim bilgileri” güncel tutulmalıdır.
4. Gıda işletmesine giren herkesin, basit bir formla sağlık/seyahat anket kaydı tutulmalı ve dijital termometre ile ateşi ölçülmelidir. 

5. Soyunma odalarında, yemekhanede, servislerde, sosyal mesafenin korunması için gerekli önlemler alınmalıdır.

6. İşletmenin girişinde ve her bölümde yeterli sayıda el dezenfektanı bulundurulmalıdır.

7. Personelin kullandığı kirli maske-eldiven vb için uygun tıbbi atık prosedürü uygulanmalıdır.
8. Gıda ile temas halinde çalışan tüm personelin herhangi bir bulaşıcı hastalık taşımadığına dair sağlık raporu beyan edilmeli, düzenli sağlık 

kontrolü yapılmalıdır.  Bulaşıcı hastalık açısından izlenebilmesi için personelden periyodik bilgi (HES kodu gibi) alınmalıdır.
9. İşletmenin Salgın Yönetiminden sorumlu personel bulundurulmalıdır. 

10. Gıda ile taşınabilen bir hastalığı olan veya bu hastalığın taşıyıcısı durumundaki personelin, gıda ile temas etmesine veya gıdaların işlendiği 
alanlara girmesine izin verilmemelidir.

11. İşletmede temizlik ve personel hijyeninden sorumlu kişi veya kişiler bulunmalıdır.

12. Bulaşıcı hastalıklarla mücadele döneminde aynı vardiyada aynı personel çalıştırılmalıdır.

H. GIDALARIN AMBALAJLANMASINA VE PAKETLENMESİNE İLİŞKİN HÜKÜMLER
1. Yeni tip koronavirüsün yüzeylerde tutunması süreleri (3 saat ile 5 gün arası) ambalajlama ve paketlemede kullanılan materyalin bulaşma kaynağı 

olmaması için gerekli tedbirle alınmalıdır. Depo ortamı sık sık havalandırılmalıdır.
2. Ambalaj materyali, bulaşma riskine maruz kalmayacak biçimde korunaklı halde depolanmalı, çapraz bulaşmalara karşı önleyici tedbirler 

alınmalıdır. 
I. EĞİTİM
1. Gıda işinde çalışan personelin yaptıkları işin gerektirdiği gıda hijyeni ve Bulaşıcı Hastalıklarla Mücadele konularında belirli aralıklarda 

bilgilendirme ve eğitimleri sağlanmalı, mutlaka bir” Kriz Yönetimi Ekibi” oluşturulmalı, bu ekip tarafından süreçte gerekli olacak kişisel koruyucu 
ekipman ve hijyenik malzeme miktarı ve stok düzenli olarak gözden geçirilmelidir.

2. Çalışanların bilinçlenmesi, kuralların uygulanması ve çalışma ortamının iyileştirilmesi için gıda hijyeni ve pandemiye ilişkin afiş ve broşürler 
bulundurulmalıdır. 

3. Gıda İşletmesinde çalışan personelin “Gıda Hijyeni” konusunda Eğitim Sertifikası bulunmalıdır.
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