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ANALIZ ONCESIi NUMUNE HAZIRLAMA YONTEMI
OLARAK: QUECHERS

OZET. Karmasik yapili matrislerden, numune hazirlamasi ve analizi ok sayida islem
gerektirmesinin yaninda ¢ok miktarda masrafa neden olmaktadir. Hem numune hazirlama
asamalarini hizlandirmak ve kolaylastirmak, hem de ortaya ¢gikan masrafi azaltmak igin
¢ok sayida Ornek hazirlama ydntemi ortaya konmustur. Bir¢ok ¢oklu kalinti tarama
yontemi (MRM'ler) karmasik, zahmetli, zaman alic1, yliksek miktarda solvent gerektiren
ve bu nedenle pahali yontemlerdir. Pek ¢ok geleneksel numune hazirlama yontemi hala
kullanimda olsa da ideal olarak, ¢ok sayida kalntinin tarandig1 yontemlerden istenen temel
ozellikler; hizli ve uygulamasi kolay olmasi, minimum miktarda kimyasal gerektirmesi,
kabul edilebilir bir segicilik derecesi saglamasi ve tim bunlarin yaninda yeterince
genis bir analit spektrumunu kapsamasidir. QUEChERS, agiliminda da belirtildigi gibi
gerceklestirilmesi kolay, hizli ve diisiikk maliyetli, minimum hacimde ¢6ziicii gerektiren
ve genis bir analit yelpazesinin analizini saglayan, giivenilir sonuglar ortaya koyan bir
yontemdir. QUEChERS ile tek bir analist, 1-3 € degerinde tek kullanimlik malzemeler
kullanarak 45 dakikada 8 numune hazirlayabilir. Bu sayede laboratuvar verimliligi;
isgiictiniin azaltilmasi, sarf malzeme tasarrufu, daha yiiksek numune verimi ve azaltilmig
atik tiretimi agisindan arttirilmig olur. Gelistirilmesinden itibaren 12 Haziran 2023'e
kadar, Web of Science’a gore QUEChERS yontemlerinin kullanimina iliskin 4971 makale
yaymlanmistir. Bu arastirmalar neticesinde, ¢ok sayida arastirma grubu tarafindan farkli
matris tiplerine sahip cesitli gida tirlinlerinde pestisitler, antibiyotikler, mikotoksinler,
PAH'lar, PCB'ler gibi ¢esitli kimyasal bilesiklerin analizi 6ncesi numune ekstraktasyonu
amactyla QUEChERS yonteminin aktif olarak kullanildigi gériilmektedir.

Anahtar Kelimeler: dSPE, ekstraksiyon, mikotoksin, QUEChERS, PAH, pestisit.
veteriner ilaglar1.

AS A PRE-ANALYSIS SAMPLE PREPARATION
METHOD: QUECHERS

ABSTRACT. The analysis of complex matrices requires numerous operations and
incurs significant expenses due to the need for extensive sample preparation and
analysis. In order to expedite and simplify the sample preparation stages while reducing
costs, numerous methods for sample preparation have been developed. Many multi-
residue screening methods (MRMs) are complex, labor-intensive, time-consuming, and
require large amounts of solvents, making them expensive. Although many traditional
sample preparation methods are still in use, the desired characteristics of methods that
scan numerous residues include being fast and easy to implement, requiring minimal
amounts of chemicals, providing an acceptable degree of selectivity, and encompassing
a wide spectrum of analytes. QUEChERS, as indicated by its acronym, is a method that
is easy, fast, low-cost, requires minimal solvent volume, and enables the analysis of
a wide range of analytes, yielding reliable results. With QUEChERS, a single analyst
can prepare 8 samples in 45 minutes using disposable materials costing 1-3 €. This
increases laboratory efficiency in terms of reduced workforce, savings in consumables,
higher sample throughput, and reduced waste production. From its development until
12 June 2023, 4971 articles related to the use of QUEChERS methods were published
in the Web of Science. The outcomes of these investigations have revealed that a
multitude of research collectives actively employ the QUEChERS technique to analyze
a diverse array of chemical categories, including pesticides, antibiotics, mycotoxins,
PAHs, and PCBs, across an extensive spectrum of food commodities characterized by
varying matrix compositions.

Keywords: dSPE, extraction, mycotoxin, QUEChERS, PAH, pesticide, veterinary
drugs.
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GIRIS

Karmagik yapili matrislerden, numune hazirlamasi ve
analizi ¢ok sayida islem gerektirmekte ve bu sebeple de
yiiksek masraflara neden olmaktadir (Lehotay ve ark.,
2010; Santana-Mayor, 2019).

Plazma, serum, idrar gibi biyolojik; su, toprak,
hava gibi ¢evresel; gida ve farmasotik iriinler gibi diger
numuneler, aranan maddenin yaninda ¢ok sayida bileseni
iceren karmasik matrislerdir. Bu nedenle, 6rnek hazirlama
asamasi, Ozellikle yiliksek basingli sivi kromatografisi
(HPLC), gaz kromatografisi (GC), gaz kromatografisi-
kiitle spektrometresi (GC-MS), radyoimmiin assay (RIA),
atomik absorbsiyon (AA) gibi cihazlar yardimiyla yapilan
analizler dncesinde dnemli bir adimdir (Yavuz ve Aksoy,
2000).

Ornek hazirlama isleminin asamalari, analit
ve matrisin geri kalan kismi arasindaki fizikokimyasal
farkliliklara Bu iyi

anlasilmast, numune hazirlama tekniklerinin

gore  belirlenir. ozelliklerin
farkl
ve analitik yontemlerin uygulanabilirligi, etkinligi ve
tekrarlanabilirligi i¢in ¢ok Onemlidir (Pavlovi¢ ve ark.,
2007). Numune hazirlama asamalarint hizlandirmak,
kolaylagtirmak ve ortaya ¢ikan masrafi azaltmak i¢in gok
sayida ornek hazirlama yontemi ortaya konmustur.

Ornek hazirlama amaciyla kullanilan ¢ok sayida
yontem mevcuttur. Bunlarin baglicalar;; LLE: Sivi-sivi
Ekstraksiyon, SPE: Kat1 Faz Ekstraksiyon, SPME: Kati
Faz Mikro Ekstraksiyon, MSPE: Manyetik Kati Faz
Ekstraksiyon, SFE: Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyon ve

QuEChERS’dir.

S1vi-Siv1 Ekstraksiyon (LLE)

LLE (sivi-sivt ekstraksiyonu), kokli bir uygulama
olup uzun yillardir kullanilmaktadir. Bu ekstraksiyon
yontemi, nadir toprak elementlerinin ayristirilmasi,
karboksilik asitlerin geri kazanimi, yenilebilir yaglarin
rafine edilmesi ve asit giderme gibi alanlarda halihazirda
yogun olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle, petrol, ilag,
biyokimya ve endiistriyel atik aritimi gibi bir¢cok alanda
ragbet gormektedir. LLE’de, fiziksel ¢oziiciiler, reaktif
¢oziciiler ve iyonik sivilar (IL’ler) gibi birgok ¢oziicii
tirti  kullanilmaktadir. Bu ¢oziiciilerin fizikokimyasal
ozelliklerindeki degisiklikler, ekstrakte edilen maddelerin
seciciliginde onemli farkliliklara neden olabilmektedir
(Bokhary ve ark., 2021).

Sivi-sivi ekstraksiyonu, Ornek hazirlama igin
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siklikla kullanilan tekniklerden biridir. Bu ekstraksiyon
yonteminde, ¢ozeltide bulunan bir veya daha fazla
bilesenin uygun bir ¢6ziicii kullanilarak ayristiriimasi
saglanir. Ekstraksiyon,
iki
boliinmesi yoluyla gergeklestirilir (Ali ve ark., 2019;

bilesenlerin  ¢oziiniirliikklerine

bagli olarak karigmayan sivi ¢Oziici arasinda
Alampanos ve Samanidou, 2021). Bununla birlikte, bu
teknik, artan ¢oziicli tikketimi, seciciligin azalmasi, analit
kaybu, iki faz arasinda emiilsiyon olusumu ve ¢ok adimli
prosediirler gibi ciddi dezavantajlara sahiptir (Alampanos

ve Samanidou, 2021).

Kati Faz Ekstraksiyon (SPE)
SPE,
tarafindan adsorpsiyonu ve daha sonra eliisyon yoluyla

orneklerde bulunan analitlerin SPE sorbenti
kontaminantlardan ayrilmast igslemine verilen isimdir.
Kati faz ekstraksiyonu (SPE),

matrislerden analit elde etmek i¢in yaygin olarak kullanilan

¢ok ¢esitli

kapsamli ve karli bir 6rnek hazirlama teknigidir. SPE,

LLE ile karsilastirildiginda birgok avantaja sahiptir;
e  Segiciligi daha yliksektir,
e Organik ¢oziiciilerin kullanimi daha azdr,

e SPE islemi icin farkli materyallerden iiretilmis
bir¢ok sorbent mevcuttur. Bunedenle, hedeflenen
analit i¢in uygun bir sorbentin bulunma olasilig1
daha yiiksektir (Alampanos ve Samanidou,
2021).

Geleneksel olarak SPE; normal faz, ters faz ve
iyon degistirme ad1 verilen 3 farkli metodu igerir; ancak
bunlardan en ¢ok tercih edileni ters faz metodudur. ilgili
analitlerin degisen fiziko-kimyasal 0Ozelliklerine gore
(asitler/bazlar/amfoterik, diisiik/yiiksek logP ve tek veya
¢oklu pKa degerleri), bu metodlardan herhangi biri tercih
edilebilir. Malzeme bilimindeki gelismeyle, SPE igin
farkli sabit faz segeneklerini kullanima sunulmustur (C8,
C18 kartuslar gibi) (Kole ve ark., 2011).

Kati1 Faz Mikroekstraksiyon (SPME)

Kati faz mikro ekstraksiyon (SPME), numune isleme,
zenginlestirme ve ekstraksiyon agamalarini tek bir adimda
birlestirerek elde edilen analitlerin kromatografik cihazlara
dogrudan enjeksiyonunu saglayan modern, ayrintisiz bir
numune hazirlama teknigidir. Teknigin temel avantajlari,
basitlik, hizlilik, iyilestirilmis numune ayristirma, dogru

analiz ve diisiik organik solvent tiikketimi (solventsiz veya
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solvent miktar1 minimuma indirilmis) saglamasidir. Bu
teknik, tarimsal {riinlerden ilag numunelerine kadar ¢ok
cesitli alanlarda kullanilmaktadir (Yamini ve ark., 2019;
Jalili ve ark., 2020).

Manyetik Kati1 Faz Ekstraksiyonu (MSPE)
Manyetik kati faz ekstraksiyonu (MSPE), manyetik
ozellikteki  maddelerin ilave

numune ¢ozeltisine

edilmesiyle olusturulan  karistma manyetik  alan
uygulanmasi sonucu hizli ve kolay bir sekilde ayirim
saglayan bir yontemdir. MSPE, geleneksel SPE’de sikga
karsilagilan sorunlarin (sorbent hazirlama zorluklari,
yiiksek geri basing veya tikanma gibi) elimine edildigi bir
yontemdir.

MSPE protokoliinde

analitlerin manyetik nanoparcaciklara (NP’ler) baglanmasi

ilk adim, hedeflenen

icin sivi formdaki numuneyle (islenmemis numune,
seyreltilmis sivi numune veya ekstrakt) birkag dakika ila
birkag saat boyunca inkiibe edilmesidir (Safaiikova ve
Safaiik, 1999; Capriotti ve ark., 2019).

Manyetik kati faz ekstraksiyonu (MSPE)
yonteminde, = manyetik  nanopargaciklar  (NP’ler)
hedef analite baglandiktan sonra, bir miknatis

yardimiyla ¢ozeltiden ayristirilir. Manyetik materyal
geri kazanildiktan sonra, analitler uygun bir ¢6ziicii
ile yikanarak ayrigtirtli. Bu ydntemin avantajlari,
organik ¢oziici kullaniminin azaltilmasi ve yiiksek
geri kazanim degeri iken, dezavantaji 6zel manyetik
nanopargaciklarin gerekliligidir. Numunenin analizi i¢in
HPLC, UV-Vis spektroskopisi veya Kiitle Spektroskopisi
(MS) kullanilabilir. MSPE yontemi tarimsal {iriinlerin
analizinden ila¢ numunelerinin analizine kadar genis bir
yelpazede kullanilabilmektedir (Capriotti ve ark., 2019;

Li ve Shi, 2019).

Superkritik Akiskan Ekstraksiyon (SFE)
Stiperkritik ~ Akiskan (SFE), belirli

bir bilesik, karigim veya elementin kritik noktasinin

Ekstraksiyonu

lizerinde basing ve sicaklik uygulanarak elde edilen
(SF)
yararlanan bir yontemdir. Ornegin, Siiperkritik Karbon
Dioksit Teknolojisi (SC-CO2 teknolojisi), gida ve
ilag gibi bilesiklerin geleneksel termal yontemlerle

siiperkritik  stvinin coziici  ozelliklerinden

pastorizasyonu yerine gegen, karbondioksit vasitasiyla

basing uygulayarak  mikroorganizmalarin  ortadan
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kaldirilmasini saglayan bir yontemdir. Bu yontem, besin
icerigini bozmadan islem yapilmasina olanak sagladig:
icin diger termal uygulamalara 6nemli bir alternatif olarak
degerlendirilmektedir (Vigano ve ark., 2015; Ahmad ve
ark., 2019).

Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SFE), dogal
iiriinlerden biyoaktif bilesiklerin eliminasyonunu saglayan
bir tekniktir. Bu teknik, ucuz olmasi, ekstraksiyon
stiresinin kisa olmasi, daha az organik ¢oziicii kullanimi,
cevresel acidan zararsiz ¢oziiciilerin kullanimi ve isiya
duyarli maddelerin ekstraksiyonu i¢in uygun olmasi gibi
avantajlara sahiptir. SFE’de kullanilan CO2 disindaki
diger potansiyel solventler; N20, ksenon, C2H6, C3H8,
n-C5H12, NH3, CHF3, SF6’dir (Pavlovi¢ ve ark., 2007,
Ahmad ve ark., 2019).

Geleneksel numune hazirlama yontemleri hala
kullanimda olsa da kalint1 tarama ig¢in tercih edilecek
yontemlerin ideal olarak sahip olmasi gereken ozellikler;
hizli ve uygulanmasi kolay olmasi, minimum kimyasal
kullanimi gerektirmesi, kabul edilebilir bir secicilik
derecesi saglamasi ve yeterince genis bir analitik
spektrumunu kapsamasidir. Geleneksel karmagik analitik
prosediirlere aliskin olan analistler, daha basit ve hizli bir
analitik prosediiriin yeterince dogru sonug veremeyecegini
ve mimkiinse yalnizca tarama prosedirleri i¢in
kullanilmast gerektigini savunarak daha basit tarama
yontemlerine tereddiitle yaklasirlar. Ancak gergekte,
bir prosediir ne kadar ¢ok analitik adim igeriyorsa ve ne
kadar karmasiksa, sistematik ve rastgele hatalarin ortaya
¢tkma ihtimali o kadar artar (Rejczak ve Tuzimski, 2015;

Quechers, 2023).

QuEChERS Nedir?

QuEChERS (Quick Easy Cheap Effective Rugged
Safe), Hizli, Kolay, Ucuz, Etkili, Dayanikli, Giivenli
kelimelerinin Ingilizce kisaltmasidir. Bu yontem, ayni
anda birden fazla analitin analizine olanak saglayan bir
ornek hazirlama yontemidir. QuEChERS ilk olarak
veteriner ilaglari igin gelistirilmis olmasina ragmen, resmi
olarak ilk kez pestisitler igin yayinlanmistir. Giintimiizde,
QuEChERS  yontemi
PAH»lar, PCB»ler gibi birgok kimyasal grubun analizi i¢in

antibiyotikler, ~mikotoksinler,
numune ekstraktinda aktif olarak kullanilmaktadir. Bu
kimyasal gruplarla ilgili 6rneklerden ilerleyen bdliimlerde
bahsedilecektir.
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Tablo 1. Ekstraksiyon metodlarmin kargilastirilmasi (Pawliszyn, 1997, Simpson,
2000; Lehotay, 2010; Zang ve Hu, 2013; Otles, 2016; Ahmad, 2019; Capriotti 2019).
Kullamlan Solvent Geri Kazamim/ Malivet Analiz | Uygulama
Miktari Tekrarlanabilirlik y Siiresi | Kolayhgi
QuEChERS + ++ + ++ +++
SPE ++ ++ + ++ +
SPME - +++ +++ + +++
LLE o+ + F++ +++ +
MSPE ++ ++ ++ + ++
SFE + ++ +++ ++ ++
SPE: Kati Faz Ekstraksiyon, SPME: Kati Faz Mikro Ekstraksiyon, LLE: Sivi-sivi Ekstraksiyon, MSPE:
Manyetik Kati Faz Ekstraksiyon, SFE: Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyon (+ diisiik, ++ orta, +++yiiksek).

1

2004 | 3

2011 M 129
2012 NN 221

2010 mmmm S1

2005 | 3
2006 1 5
2007 W 16
2008 M 26
2009 m 27

2003

2013 NN 225

2014 NSNS 300

2015 I 371

2016 I 389

2017 S 302

2018 I 457

2019 I 497

2020 I 496

2021 — 605
2022 I 553

2023 IS 174

Sekil 1. QUEChERS Metodunu Temel Alan Yayinlarin Yillara Gére Dagilimi (2003-2023) (Web ef Science Arama

Sonuglar1) (Web of Science, 2023).

Neden QuUEChERS?

QuEChERS ydnteminin avantajlari;
e Dabha az organik solvent kullanimi ve klorlu atik
olusturmamas sebebiyle kullanici ve ¢evre dostu bir
yontem oldugu soylenebilir.
e Kabul edilebilir

degerleri saglar.

geri  kazanim (recovery)

e Daha az islem basamag: ile hizli analiz imkani

saglar.

62

e Disiik maliyetlidir.
e Ayni anda birden fazla analitin analizine imkan

tanir.

QuEChERS yontemi, Michelangelo Anastassiades
tarafindan Wyndmoor/Pennsylvania/ABD’ de bulunan
USDA/ARS-ERRC’de Steven Lehotay’in postdoktora
ziyareti sirasinda 2001 ve 2002 yillarinda gelistirilmistir.
Ilk olarak,

ve tireostatlarin hayvan dokularindan analizi

veteriner ilaglar1 olan anthelmintikler

icin
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Asama 1:
Salting-Out
10 g Numune 10mlACN 4 grMgs04 ve 1 gr NaCl
. Vortex iglemi
Asama2:
Clean-up
) dSPE sarbentieri
Organik Faz {150 mg Mg504 ve

Y/

E :. :'

Santrifij Iglemi
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Vortex Islemi
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-~ Ofganik Faz
@ Sulu Faz
Santrifdy] Islemi
m m Supernatant viale alinir.
1l
Supernatant *] Kromatografik
Ak | Enjeksiyon
r ‘f = ® eksiy

Sekil 2. QUEChERS Asamalari (Casado ve ark., 2022 temel alinarak olusturulmustur).

kullanilmistir. Ancak, daha sonra polar ve 6zellikle bazik
bilesiklerin ekstraksiyonundaki yiiksek potansiyeli fark
edilmis ve ¢esitli modifikasyonlarla bitkisel materyallerin
pestisit kalint1 analizlerinde yiiksek geri kazanim degerleri
elde edilebildigi ortaya konulmustur. Bitki materyalindeki
pestisit kalintilarinin analizine yonelik bu yeni yontem, ilk
olarak 2002 yilinda Roma’da diizenlenen EPRW 2002°de
sunulmustur (Anastassiades ve ark., 2002; Anastassiades
ve ark., 2003; Quechers, 2023).

QuEChERS yo6ntemini kullanan bir analist, tek
basina 1-3 € degerinde tek kullanimlik malzemelerle
45 dakikada 8 numune hazirlayabilmektedir. Bu sayede
laboratuvar verimliligi; isgiicliniin azaltilmasi, sarf
malzeme tasarrufu, daha yiiksek numune verimi ve
azaltilmis atik tiretimi agisindan arttirilmis olur (Quechers,
2023).

Web of Science’da yapilan arastirmalara gore
QuEChERS yonteminin gelistirilmesinden itibaren 12
Haziran 2023’¢ kadar 4971 makale yayinlandigi ortaya
konmustur. Son yillarda, farkli matris tiirlerine sahip
¢ok sayida gida triiniinde ¢esitli kimyasal bilesiklerin
analizi i¢in birgok aragtirma yapilmistir. Bu arastirmalar
sayesinde, pestisitler, veteriner ilaglari, mikotoksinler ve

diger kalint1 olusturan kimyasallar i¢in yontemin kapsami
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olabildigince genisletilmistir (Rejczak ve Tuzimski, 2015;
Web of Science, 2023) (Sekil 1).

QuEChERS yo6ntemi, adindan da anlasilacagi
gibi uygulanmasi kolay, hizli, diisiikk maliyetli, az ¢6ziicii
kullanimi gerektiren ve genis bir analit yelpazesinin
analizini miimkiin kilan, giivenilir sonuglar veren bir
yontemdir (Rejczak ve Tuzimski, 2015). QuEChERS
yontemi ile elde edilen analitler, kromatografik (GC
ve/veya LC) yontemler ve kiitle spektrometrisi (MS)
kullanilarak analiz edilebilmektedir (Bioneks, 2023).

Metod Asamalari:
Stvi-sivi ekstraksiyonu (LLE), farkli ¢oziintirliiklere sahip
bilesikleri ayirmak i¢in uzun siiredir kullanilan etkili bir
yontemdir ve bu yontemde birbirine karismayan iki sivi
kullanilir (Majors, 2013). QuEChERS, asetonitril (ACN,
MeCN) kullanilarak stvi-sivi ekstraksiyonunu, MgS04
gibi tuzlarla salting-out islemi uygulanmasini ve dispersif
kat1 faz ekstraksiyonu (d-SPE) kullanilarak ekstraktin
saflastirilmasini igerir (Rejczak ve Tuzimski, 2015).
Matris (Ornek) ilk olarak sivi siv1 ekstraksiyon
metoduna tabi tutulur. Ornek santrifiij tiipii icinde ¢oziicii
(tipik olarak asetonitril) ile calkalanarak homojen bir form

elde edilir. Su ve suyla karisabilen bir organik ¢oziicii
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karigtmina inorganik bir tuzun eklenmesi, ¢oziiciiniin
karisimdan ayrilmasina ve iki fazli bir sistemin olugmasina
ile sonuglanir (ve bazen iiclincii bir faz ortaya koyar).
(Salting-Out) Devaminda kalan matris bilesenlerinin
sorbent (ler) tarafindan tutuldugu ve analitlerin ekstraktta
kaldig1 “dispersif kati-faz ekstraksiyonu” (dSPE) ile
QuEChERS siireci tamamlanmig olur (Biokiire, 2011;
Majors, 2013; Rejczak ve Tuzimski, 2015; Ibanez ve
Cifuentes, 2017; Varela-Martinez ve ark., 2020; Bioneks,
2023; Quechers, 2023) (Sekil 2 ve 3).

QuEChERS yonteminin ilk adiminda asetonitril,
aseton ve etil asetat gibi ¢oziiciiler tercih edilebilir
(Majors, 2013). Asetonitrilin daha ¢ok tercih edilmesinin
nedeni, segiciliginin digerlerine gore daha yiiksek
olmasindan ileri gelir. Bircok calismada, asetonitrilin diger
¢oziiciilere kiyasla suyun uzaklastirilmast konusunda
daha etkili oldugu belirtilmektedir. Asetonitril, lipofilik
madde miktarini azaltirken, polar olmayan ve nispeten
polar bilesikleri etkili bir sekilde ayirabilen bir organik
¢oziiciidiir. Bu nedenle, diger ¢oziiciilerden daha ¢ok
tercih edilir. (Ornegin; aseton ve etil asetat) Asetonitril,
suda ¢oziinebildiginden, numunelerin sulu fazina iyi bir
sekilde niifuz eder ve bu 6zelligiyle dikkat ¢ceker (Rejczak
ve Tuzimski, 2015; Varela-Martinez ve ark., 2020).

Asetonitrilin  bircok avantaji  vardir, gaz
kromatografisi (GC) analizlerinde buharlasma sirasinda
yiksek oranda genlesme hacmi verme egilimindedir
ve diger organik ¢oziiciilere gére daha az ugucudur. Bu
nedenle, drnek buharlastirildiginda asetonitril gaz fazina
geemez, bu da kromatografik uygulamalar igin istenen
bir sonugtur. Ancak lipitlerin asetonitrildeki ¢ozliniirligi
sinirhdir. Bu durum, lipitlerde ¢6ziinen pestisitlerin
analizini zorlastirabilir ve polar olmayan pestisitlerin
kaybina neden olabilir. Geri kazanim orant, lipid/¢6ziicii
boliinme katsayisiyla orantili olarak diiser. Bu da énemli
bir dezavantaj olarak degerlendirilir (Anastassiades ve
ark., 2002; Anastassiades ve ark., 2003; Anastassiades
ve ark., 2006; Rejczak ve Tuzimski, 2015; Ibanez ve
Cifuentes, 2017).

Inorganik bir tuzun suyla karisabilen bir organik
¢Oziicii karisimima eklenmesi, ¢oziicliniin karigimdan
ayrilmasina ve iki farkli fazin (bazen de ti¢ farkli fazin)
olugsmasina neden olur. Bu konuda Majors ve arkadaslari
tarafindan yapilan c¢aligmalarda; aseton, etil asetat,
metanol, etanol ve asetonitril gibi suyla karigabilen

organik maddeler i¢in salting-out sistemleri olusturulmus
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olup, geleneksel sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile
ayristirilamayan birgok analit basartyla ayristirilmistir.
Bu caligmalarda, yiliksek polariteye sahip ¢oziiciilerin
kullanildig1 deneyler sayesinde, farkli kimyasal yapidaki
tuzlarm, farkli konsantrasyonlarinin degisen derecelerde
faz ayrimma yol agtigimi ortaya konulmustur (Majors,
2013; Ibanez ve Cifuentes, 2017).

Ekstraksiyonun ilk asamasinda dikkat edilmesi

gereken ana hususlar sunlardir:

e  Ekstraksiyon solventi secimi ve numune/solvent
orani,

e  Numune miktari,

e Numune pH’sinmn geri kazamim degerleri
uzerindeki etkisi;

e  Fazayirmaicin kullanilan tuzlarin tiirii ve miktari
(Anastassiades ve ark., 2002; Schenck ve ark., 2002;

Anastassiades ve ark., 2003).

Ekstraksiyonun ikinci asamasi olarak kabul
edilebilecek  d-SPE
kullanilacagina matris tipine gore karar verilir;

asamasinda  hangi  sorbentin

e  MgSO4: Kalan suyu uzaklastirmak igin,

e  PSA (Primer-Sekonder Amin): organik asitlerin

uzaklastirilmasi igin,

e  Cl18: uzun zincirli yag asitleri ve polar olmayan

bilesiklerin uzaklastirilmasi igin,

e GCB (Grafitli Karbon): pigment, polifenol

ve karbonlarin uzaklastirilmas: i¢in  kullanilir
(Anastassiades ve ark., 2002; Anastassiades ve ark.,
2003; Anastassiades ve ark., 2006; Majors, 2007;
Lehotay ve ark., 2010).

Dispersif kat1 faz ekstraksiyonu (dSPE), cesitli
bilesiklerin analizi i¢in yaygin olarak kullanilan bir
numune igleme teknigidir. Bu ydntem, sivi numunelere
kati bir sorbentin eklenmesi ve sorbent ile analit arasinda
kurulan bag sayesinde farkli analitlerin karmasik
matrislerden ayristirilmasina dayanir (Lehotay, 2011;
Anumol ve ark., 2017). dSPE, genis bir uygulama
yelpazesi bulan ve segici, saglam ve ¢ok yonlii bir teknik
olarak kabul edilmektedir (Islas ve ark., 2017).

dSPE, SPE

karsilastirildiginda, analitlerin veya matris bilesenlerinin

geleneksel yontemiyle

toplu ¢ozeltide ekstraksiyonunun gercgeklestirildigi

bir yontemdir. Bu nedenle, dSPE yontemi, vakum

manifoldlari, kolonlar, 6n sartlandirma adimlar1 ve ¢oziicii
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dSPE Uygulamasi:

Numune Sorbent

&v. 8

Vortex islemi

| Sorbent
= Analit
™ Analit haricindeki maddeler

[

Santrifiij islemi

S

Eliisyon islemi

Sekil 3. dSPE uygulamasi (Islas ve ark., 2017 temel alinarak olusturulmustur).

fraksiyonlarinin toplanmasi, ¢oziictilerin buharlagtirilmasi
dSPE’yi
geleneksel SPE yonteminden daha c¢ok tercih edilen bir

gibi asamalar gerektirmez. Bu avantajlar,
yontem haline getirmektedir (Majors, 2013).

Dispersiyon islemi tamamlandiktan sonra
ylizeyinde analit tutulan sorbent, santrifiijleme veya
filtrasyon gibi mekanik bir iglemle ayrilir. Kullanilan dSPE
teknigine gore sorbent, analiti veya matriste bulunan analit
harici diger maddeleri baglayabilir (Sekil 2 ve 3). Bu durum
temel alinarak santrfiij sonrasinda supernatant (Sekil 2 ve
3) veya ¢okelti kismi viale alinacaktir. dSPE’nin 6ne ¢ikan
ozellikleri, geleneksel tekniklere gore daha basit ve kolay
uygulanabilir olmasi, daha fazla numunenin daha kisa
siirede analiz edilebilmesine olanak tanimasi ve bdylece

numune isleme stiresinin kisaltilmasidir (Han, 2014).

Geleneksel dSPE’de kullanilan sorbent tiir ve
miktarlart
e 50 mg PSA,50 mg C18, 7,5 mg GCB,150 mg
MgSO, (2mL)
e 400 mg PSA,400 mg C18, 60mg GCB,1200 mg
MgS04 (15mL)

QuEChERS yoéntemiyle ilgili en biiyiik zorluk,
ayn1 zamanda en blylik giicii olarak belirtilen son

66

derece esnek bir metodolojiye sahip olmasidir. Bu,
analiz edilecek materyale/materyallere gore ¢ok sayida
farkli modifikasyonun kullanimi anlamma gelmektedir.
Bu modifikasyonlar kiigiik veya biiyiik olabilir. Ancak,
yontemin uygulandigi yiizlerce iiriinde birgok pestisit
icin yiiksek geri kazanim ve saglam sonuglar saglamasi,
bu dezavantaji ortadan kaldirmaktadir (Perestrelo ve ark.,
2019).

“Analitik yontemler dis fir¢asi gibidir ve herkes
kendi fir¢asim1 kullanmay1 tercih eder” benzetmesinde
belirtildigi literatiirde
QuEChERS’in iki resmi versiyonunda sadece Kkisisel

gibi, orijinal yOntem veya

tercihlere veya smirli deneylere dayanan birgok
degisiklik mevcuttur. Bazi durumlarda, yontemi belirli bir
uygulamaya daha uygun hale getirmek icin degisiklikler
gerekebilir, ancak ¢ogu calismada yapilan degisikliklerin
sadece projeleri veya yayinlar1 daha iyi gerek¢elendirmek
icin farkli bir sey yapma ihtiyacindan kaynaklandigi

sOylenebilir (Lehotay ve ark., 2010).

Quechers Metodlar1

Temelde ii¢ QuEChERS metodundan bahsedilebilir.
Bunlardan ikisi halihazirda resmi olarak valide metodlardir
(AOAC method 2007.01, EN method 15662).
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Orjinal QuEChERS metodu (tamponsuz)
° 4 veya 6 g MgSO4, 1 veya 1.5 g NaCl

AOAC metod 2007.01 (AOAC) (Resmi Metod)
° 6 g MgS04, 1.5 g Na Asetat (Tampon)

EN metod 15662 (CEN) (Resmi Metod)
° 4 g MgS0O4, 1 g NaCl, 1 g Na Sitrat, 0.5 g
disodyum sitrat seskihidrat (Tampon) (Lehotay, 2007;
CEN, 2008; Agilent, 2010; Gonzalez-Curbelo ve ark.,
2015).

QuEChERS Modifikasyonlar:

Ornek matrisinden elde edilecek analitin fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerine gére QUEChERS metodunda ¢esitli
modifikasyonlara ihtiya¢ duyulabilmektedir.

Tahil numuneleri, su igerigi diisik (%25’in
altinda) matrislere sahip olduklari igin, analitlerin numune
matrisiyle olast etkilesimlerini azaltmak ve sonug olarak
numune matrisini kolayca ayristirilabilir hale getirmek
icin asetonitril eklenirken belirli bir miktar da su ilave
edilmesi gerekmektedir (Mastovska ve ark., 2010).

Bazi analitler (6rnegin pestisitler), MgSO4
ekleme islemi sirasinda hidrasyon reaksiyonuna
girerek numune sicakligini 45°C’nin {izerine ¢ikaran
ekzotermik bir reaksiyon meydana getirebilirler. Bu
reaksiyon analitlerin geri kazanimini olumsuz yonde
MgS0O4 ve NaCl

eklenmeden Once numunenin buzdolabinda 30 dakika

etkileyebilmektedir. Bu nedenle,
saklanmasi veya ekstraksiyon islemi sirasinda soguk su
(<4°C) eklenmesi, bu olumsuz etkiyi azaltabilir. pH’s1
degisken olan analitlerde, pH’s1 5-5.5 araliginda tutarak
bu analitlerin bozulmasimni o6nlemek igin, MgSO4 ile
birlikte trisodyum sitrat dihidrat, disodyum hidrojensitrat
seskihidrat veya asetik asit/sodyum asetat tamponlarindan
birinin baglangi¢ asamasinda eklenmesi, genellikle
kullanilan bir yontemdir (Gonzalez-Curbelo ve ark.,

2012).

QuEChERS Uygulama Alanlari

Giiniimiizde diinya genelinde siirekli artan niifusu
beslemek i¢in gida {iretimini arttirma davranisi, pestisit
kullaniminin yayginlagmasina yol agmistir. Bu nedenle,
cok smifli pestisit kalinti analizine yonelik yontemler
biiyiik ilgi gérmeye baglamistir (Lehotay ve ark., 2010;

Santana-Mayor, 2019).
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Coklu pestisit kalinti taramasi i¢in kullanilan
birgok yontem (MRM’ler), karmasik, zahmetli, zaman
alict ve yiiksek miktarda ¢oziicii gerektiren pahali
yontemlerdir. Bu nedenle laboratuvarlar, analizler igin
harcanan siire goz Oniine alindiginda istedikleri sayida
numuneyi analiz edemezler (Varela-Martinez, 2020).
Ayrica, yaygin olarak kullanilan bu tarama yontemleri ile
bazik, asidik ve ¢ok polar bilesikler gibi birgok 6nemli
analit ayn1 anda tatmin edici bir sekilde elde edilemez.
Bu tiir analitleri elde etmek i¢in laboratuvarlarin, tek
bir analit elde etmeyi hedefleyen yontemleri uygulamasi
gerekebilir, ancak bu da genellikle miimkiin degildir.
Bu yontemlerin zorluklar1 ve yiiksek maliyetleri, ¢cogu
laboratuvar tarafindan rutin olarak kullanilmamasina ve
bu nedenle birgok pestisidin tespit edilememesine yol agar
(Rejczak ve Tuzimski, 2015; Varela-Martinez, 2020).

QuEChERS, 2003 yilinda piyasaya siiriildiikten
sonra, diinya c¢apinda pestisit kalintilar1 taramasi igin
kabul goren bir yontem haline gelmistir. Geleneksel olarak
sivi-kat1 ekstraksiyonu, ardindan sivi-sivi ekstraksiyonu
ve daha yakin zamanda kati faz ekstraksiyonu
kullanilarak numune hazirhgr yapilmaktadir. Birgok
arastirma makalesinde, QuUEChERS analitik yaklagimi1
kullanilarak ¢ok c¢esitli gida maddelerinde ¢oklu pestisit
kalintilar1 taramasi yapilmistir. Pestisit kalintilariin
ekstraksiyonunda QuUEChERS yo6nteminin kullanilmasina
dair 6rnekler Tablo 2’de 6zetlenmistir.

QuEChERS yontemi resmi olarak ilk kez pestisit
analizleri i¢in yaymlanmis olmasma ragmen gelistirme
asamasinda veteriner ilaglarin analizinde kullanilmistir.
2006). Gidalarda

veteriner ilaglari, alerjik reaksiyonlara neden olabilecegi

(Anastassiades ve ark., bulunan
veya insanlarda kullanilan antibiyotiklere karsi direng
olusturabilecegi i¢in toplum ag¢isindan potansiyel bir risk
olusturur. QUEChERS yaklagimi, pestisit analizi digindaki
potansiyelini fark edilir sekilde ortaya koymustur ve
halihazirda farkli veteriner ilaglarinin analizlerinde aktif
olarak kullanilmaktadir (Tablo 3).

Tahillar, konsantre yemler, silajlar gibi hayvan
yemlerinin yani sira sebze, meyve, baharat gibi insanlar
tarafindan tiiketilen diger tarim tiriinleri, mikotoksinlerle
kontamine olabilir. Kontamine gida ve yemlerin kronik
tiiketimi, insanlarda ve hayvanlarda immiinsiipresyon,
karsinojenisite, hepatotoksisite, nefrotoksisite ve {ireme
bozukluklar1 gibi
(Gonzalez-Jartin, 2021). Mikotoksin toksisitesi ¢ok diisiik

saglik sorunlarmma neden olabilir



14 (2): 59-71: 2023

Veteriner Farmakoloji ve Toksikoloji Dernegi

H.O. Iscan ve A. Aksoy / DERLEME

Bulletin of Veterinary Pharmacology and Toxicology Association

Tablo 2. Pestisit Analizi icin Ornek Hazirlama Asamasinda QuEChERS Yéntemini Kullanan Caligmalar.

. Matris QuEChERS Geri Kazanim ve Analiz
Analit Sayis: tipi Modifikasyonu Tekrarlanabilirlik LOQ (mg/ke) Yontemi Referans
QuEChERS metodunda
ekstraksiyon kismi ACN,
. Midye, MgS04/NaCl ile, clean- o/, o o UHPLC- Diallo ve
204 Pestisit | joindve | up kismiise MgSod/ | 06-8776 RSD%<20% | 0,01-0,1 QTOF-MS | ark., 2022
PSA/C18, non-diliisyon
ile gergeklestirilmistir.
.. European Union 76—112%; RSD% GS-MSMS Oymen ve
346 Pestisit Bal SANTE/2019/12682 <20% 0.002-0.008 |y« MsMS | ark..2022
Tereyag,
Koyun
Don yagl, 415 o/ _ 0/ (0,
107 Pestisit | Domuz Cesitli dSPE 70%-120% (%RSD 0,01-0,05 LcMsMs | Zhaove
Yagi uygulamalar1 <20%) ark., 2022
Tavuk
Yagi

Tablo 3. Veteriner Ilaglarmin Analizi icin Ornek Hazirlama Asamasinda QuEChERS Yéntemini Kullanan

Calismalar.
Analit Matris tipi QuEChERS Geri Kazanim LOQ Analiz | o ferans
Sayisi P Modifikasyonu ve Tekrarlanabilirlik (mg/kg) Yontemi
Adsorbent olarak
Fe304-MWCNT ler o o
48 Analit Yumurta kullanilan modifiye bir 60,5%-114,6% 0.01-0.001 UHPLC- | Xu ve ark.,
QuEChERS yontemi ile RSDs <20% T MSMS 2019
gerceklestirilmigtir.
9 Analit EN Metod, o
Su SANTE/12682/2019 85.4-113,3% 0.002-0.005 UHPLC- | Liveark.,
(Betalaktam Uriinleri 94RSD: <15% ’ ’ MSMS 2022
Antibiyotikler) o ?
17 Analit UHPLC-
Hayvansal Orbit Dai ve
. EN15662 72-117% 0,001-0,002 | Q-Orbitrap
(Klorpromazin ve Gida MS ark., 2023
Metabolitleri)

konsantrasyonlarda ortaya cikar, bu nedenle karmasik
ve zorlu matrislerde bu toksinlerin tespiti ve miktarmin
belirlenmesi icin hassas ve giivenilir analitik yontemlere
ihtiya¢ duyulur (Rahmani ve ark., 2009). Mikotoksin
QuEChERS

yontemi uygulanmasinin seg¢ilmis ornekleri Tablo 4’te

kalintilarinin ~ ekstraksiyonu  amacryla
Ozetlenmistir.

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH’lar), iki
veya daha fazla aromatik halka igeren organik bilesikler
sinifin1 temsil eder. Bir¢ok farkli PAH, ¢esitli yanma ve

piroliz siiregleri sirasinda agiga ¢ikabilir ve bu nedenle
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PAH’lar, potansiyel toksisite ve karsinojenite kaynaklar1
olarak kabul edilir (El Azab, 2022). Gida matrisleri,
ozellikle karmasik yapilar1 nedeniyle, izole edilmesi
ve analizi zor olan diisiik seviyelerde PAH’lar icerebilir
(Efsa, 2008).
PAH’larin geleneksel ekstraksiyon yontemleri

genellikle;

° hekzan veya metilen kloriir gibi polar olmayan

veya diislik polar ¢oziiciilerle
Soxhlet ydntemiyle

e  veya ekstraksiyon ve

ardindan suda ¢Oziinen istenmeyen madddeleri
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Tablo 4. Mikotoksinlerin Analizi i¢in Ornek Hazirlama Asamasinda QuEChERS Y &ntemini Kullanan Calismalar.

Analit Matris tipi QuEChERS Geri Kazanim LOQ Analiz Referans
Sayis1 P Modifikasyonu | ve Tekrarlanabilirlik (mg/kg) Yontemi
9 Mikotoksin, d-SPE: clean-
Akrilamid, Biskiivi up (Asa}ma-Z) 7.11-115,59%, 0,00002-0,005 UHPLC- | Long ve ark.,
Sorbent: EMR- %RSD <15% MS/MS 2023
5-Hidroksimetilfurfural lipid ¢ ¢
EN15662 0020282 | UHpLC- | Rodriguez-
1 1 1 0, V) 0, > > A4
32 Mikotoksin Peynir QUEChERS >70%, %RSD <15% (ug/kg) MS/MS Canazs()\;::3 ark.,
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GIRIiS

CRISPR-Cas sistemi son yillarda kesfedilen, bakteri
ve arkealarin kendilerini koruyarak yabanci genetik
materyale karsi kazanilmis bagisikligi sagladigi adaptif
immun sistem olarak tanimlanmaktadir.

CRISPR-Cas sistemi; CRISPR dizileri (diizenli
araliklarla boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri) ve Cas
(CRISPR iligkili proteinler) genlerinden olugmaktadir
(Grissa ve ark., 2007a). CRISPR dizileri ilk olarak
1987 yilinda Escherichia coli’de belirlenmistir ancak
o zamanlar ne oldugu anlagilamamistir. 2005 yilinda ii¢
bagimsiz aragtirma grubu tarafindan bu tekrar kiimelerinin
arasinda kalan DNA dizilerinin bazilarinin o canliy1
enfekte eden virlislerin ve plazmidlerin DNA’sinin bir
kismu ile benzerlik gosterdigi ortaya konmustur. Viris
DNA’s1 ile ayni1 diziye sahip olmanin da o viriise karst bir
direng gelistirdigi gozlenmistir (Mojica ve ark., 2009).
Boylece CRISPR’lerin bakteri ve arkealarin yeni bir
savunma sistem bi¢imi olarak gorev yaptig1 anlagilmistir
(Grissa ve ark., 2007a).

Hayvansal ilk

siralarda Salmonella’lar yer almaktadir. Son yillarda

orijinli patojenler arasinda
Salmonella da dahil olmak tizere bakteri genomlarinin
yaklasik % 45’inde mevcut olan CRISPR-Cas bdlgelerinin
analizine dayal1 yenilik¢i ve giiclii tiplendirme yontemleri
2016). PCR

temelli teshis yontemlerinin zaman, hassaslik ve kolay

geligtirilmistir (Barrangou ve Dudley,

uygulanabilirlik agisindan avantajli olmasi, CRISPR-Cas
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bolgelerinin Salmonella identifikasyonunda kullanimini
artirmistir (Oliveira ve ark., 2002).

Giiniimiize kadar birgok Salmonella CRISPR
lokusu, alt tip protokollerinin gelistirilmesi (Liu ve ark.,
2011a; Fabre ve ark., 2012; DiMarzio ve ark., 2013;
Shariat ve ark., 2013a) veya Salmonella filogenisinin daha
iyi anlagilmasi (Fricke ve ark., 2011; Pettengill ve ark.,
2014) amaciyla analiz edilmistir.

Bu derlemede CRISPR-Cas sistemi hakkinda
genel bilgiler ile birlikte Salmonella’larda ki CRISPR
bu

degerlendirilerek molekiiler tiplendirmede kullanimiyla

bolge oOzellikleri ve bolgelerin  degiskenligi

ilgili bilgiler verilecektir.

CRISPR-Cas SISTEMi

CRISPR-Cas sistemi, bakteri ve arkealarin yabanci genetik
materyale karsi kendilerini koruyarak adaptif bagisiklig
sagladigr bir sistemdir (Barrangou ve Marraffini, 2014).
Bu sistem Cas gen dizisi, bir lider dizi ve CRISPR dizi
genlerinden olugmaktadir (Shariat ve ark., 2015). Sekil
1’de bir CRISPR lokus 6rnegi gosterilmistir.

CRSPR dizisi

Bir CRISPR dizisi tekrar (repeat) ve aralik (spacer)
21-48
baz ¢ifti (bp) uzunlugunda iyi korumus bdlgeler olup
CRISPR lokuslarinda farkli
bulunabilmektedir. CRISPR lokuslarinda genellikle 2-100

bolgelerinden olusmaktadir. Tekrar bolgeleri

uzunlukta ve sekansta

Core elements

-—_JD.J_)J-MWO %0 ¢

(as3 cascade(casABCDE)

Repeat / p‘b(

COOMATCCCCOCTOOCCCOGAGAEAL 117 04

Leader sequence
O Repeat

cas! cas2

| Spacer
Repeat

1 EETTIATCCCOGLTOACOL (LR AMAL

ALT A

Sekil 1. CRISPR lokusu (Karimi ve ark., 2018).
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tekrar bolgesi oldugu gozlenmistir (Barrangou ve Oost,
2013). Tekrar bolgelerindeki bu farkliliklara ragmen
¢ogu 3’ sonunda, Cas proteinlerinin baglanma alani olan
korunmus GAAA(C/G) motifi icermektedir (Kunin ve
ark., 2007).

CRISPR bolgesindeki aralik bolgeleri ise 26-72
bp arasinda olup kendine 6zgii niikleotit dizisine sahiptir.
CRISPR
olan aralik bolgeleri viriis veya plazmidlerin genetik

savunma sisteminin dnemli parcalarindan
elementleri olup CRISPR savunma sistemine eklenerek
katkida bulunduklart saptanmistir (Fabre ve ark.,
2012). Bu araliklar CRISPR’in genellikte tek tarafindan
eklenerek bakteriyi enfekte eden viriislerin kronolojik
sirasini olusturmaktadir (Rath ve ark., 2015).

CRISPR lokus sayis1 ve her bir lokusun uzunlugu
farklilik gosterebildigi gibi genomda bir veya c¢oklu
CRISPR bolgesi de mevcut olabilmektedir (Horvath
ve Barrangou, 2010). CRISPR sayisi ve uzunlugu
genomun uzunlugu ile iligkili olmayip en kiigiik genoma
sahip bakterilerin ¢oklu CRISPR bdlgesi icerebildigi
gozlenmistir (Sorek ve ark., 2013).

Lider Sekans

CRISPR lokuslarinda AT (adenin, timin) niikleotitleri
yoniinden zengin olan, korunmus sekanslarin bulundugu
bu bolge genlerin ekspresyonunun kontroliinde gérevlidir.
Lider sekanslar 100-500 bp uzunlugunda olup tekrar
CRISPR

lokusunun transkripsiyonu igin ana promotor bolgelerini

bolgelerinin  bitisiginde  bulunmaktadir.
tasty1p ilk tekrarin yakininda veya etrafinda bulunan aralik
bolgesine yeni araliklarin eklenmesini saglamaktadir.
Genel olarak, lider diziler sadece CRISPR dizisinin
yakininda bulunup, genomun baska bir yerinde mevcut

degildir (Jansen ve ark., 2002).

Cas genleri

Birbirinden farkli genlerin bir araya gelmesiyle olusan,
CRISPR dizisinin yanma yerlesim gosteren bu bolge
Cas gen bolgesi olarak adlandirilmaktadir (Horvath
ve Barrangou, 2010). Cas genleri niikleik asitlerle
etkilesmektedir. CRISPR 1 iligkili csnl-like geninin
inaktive edilip faj kokenli araliklarin bulunmasina ragmen
faja kars1 gelistirilmis olan direncin kaybedilmis olmasiyla
Cas proteinlerinin CRISPR savunma mekanizmasinda
gorevli olduklart anlasilmigtir (Barrangou ve ark., 2007).

CRISPR igeren genomlarda oncelikle 4 ¢esit Cas geni
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belirlenmis ancak yapilan ¢aligmalar arttikga 45 civari
farkli gen ailesi varlig1 saptanmistir (Haft ve ark., 2005).
Cas genlerinin farklilik géstermesi, CRISPR bdlgelerinin
¢oklu mevcudiyeti ve canlilar
olusu  CRISPR-Cas
giiclestirmektedir (Rath ve ark., 2015).

CRISPR bélgesinin 6zelligine ve Cas protein

arasinda gegislerin

sisteminin  smiflandirilmasini

cesitliligine gore CRISPR-Cas sistemleri I, II ve III
olmak tizere 3 ana tipe ve IA-F, IIA-C ve IIIA-B olmak
iizere 11 alt tipe siniflandirilmaktadir (Jiang ve Doudna,
2015). CRISPR-Cas sisteminin tek bir organizmada ayni
anda farkli tipte bulunmasi da miimkiindiir (Rath ve ark.,
2015). Tip I sistemi ise en ¢ok kullanilan CRISPR-Cas
sistemidir.

CRISPR-Cas bagisiklik sistemi hiicre icerisinde
immiiniteyi; Yabanct DNA’nin adaptasyonu, CRISPR
RNA (crRNA) biyosentezi ve hedefleme olmak tizere 3
adimda gerceklestirmektedir. [lk asama olan adaptasyonda,
yabanci niikleik asitten gelen aralik kisimlarinin CRISPR
bolgesine yerlestirildigi gdzlenmistir (Barrangou ve
2014). CRISPR-Cas

adaptasyon yalnizca istilact genomdaki protoaralik bitisik

Marraffini, Bazi sistemlerinde
motifi (PAM) olarak adlandirilan bolgenin taninmasiyla
ve sonrasinda CRISPR lokusuna yerlestirilmesiyde
meydana gelmektedir (Deveau ve ark., 2008; Horvath
ve ark., 2008). Bu PAM’larin 2-5 niikleotitten olusan
iyi korunmus boélgeler oldugu belirtilmistir (Barrangou
ve Marraffini, 2014). Plazmid ve fajlarin genomlarinda
bulunan PAM sekansina sahip olanlarin aralik kismi tekrar
genleriyle birlikte CRISPR bolgesine yerlestirilmektedir.
PAM dizilerinde meydana gelen degisimler fajin CRISPR
bagisikligindan kagmasina sebep olmaktadir (Jiang ve
Doudna, 2015). Sonraki asama CRISPR lokuslarmin
crRNA’lara kopyalanip islendigi asama olup bu amagla
istilact genom’daki hedef sekans 6nciil CRISPR RNA’lara
(pre-ctRNA) transkribe edilmektedir. Pre-crRNA’lar
daha sonra Cas proteinleri tarafindan kiigiik crRNA’lara
doniistiiriilmektedir (Barrangou ve Marraffini, 2014;
Nishimasu ve ark.,2014; Savic ve Schwank, 2016). Ugiincii
ve son agsama hedefleme agamasi olup hedef niikleik asit,
crRNA ve Cas proteinlerinin birlikte géreviyle taninip yok
edilmektedir (Rath ve ark., 2015).

Salmonella’ da CRISPR-Cas SISTEMI
Salmonella CRISPR I ve CRISPR II olmak {lizere 2 adet
CRISPR lokusuna sahiptir (Jansen ve ark., 2002; Fricke
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ve ark., 2011; Touchon ve Rocha, 2010). Sekil 2’de
Salmonella CRISPR-Cas lokusu 6rnegi gosterilmektedir.
1-E  CRISPR-Cas

Salmonella’da cas3, csel, cse2, cas7, cas5, casé6e, casl

Tip sistemini  igeren
ile cas2 genleri olmak {izere toplam 8 gen bulunmaktadir
(Makarova ve ark., 2006). CRISPR I’deki 8 adet gen gri
oklar ile gosterilmistir. Koyu gri ile de Tip 1 sisteminin
belirgin geni olan cas3 belirtilmistir. Cas1 ve cas2 genleri
ise tiim CRISPR-Cas tiplerinde bulunmaktadir (Shairat ve
ark., 2015).

CRISPR I lokusu CRISPR II’ye gore daha iyi
korunmakta olup tekrar bolgeleri 24-47 niikleotitten
olugurken, aralik kisimlar1 21-72 niikleotit uzunlugundadir
(Grissa ve ark., 2007; Horvath ve Barrangou, 2010).

Simdiye kadar analiz edilen 38 Salmonella
genomunun 35’inde Tip 1-E CRISPR-Cas sistemi mevcut
iken S. Pullorum S06004, Javiana ve Paratyphi B’de Cas
geni saptanamamistir (Medina-Aparicio ve ark., 2018).

Fabre ve ark. (2012) tarafindan insanlarda
Salmonella enfeksiyonuna sebep olan toplam 130 serotipin
CRISPR dizileri

yaygin serotipler olan S. Typhimurium ve S. Enteritidis

incelenmistir. Calisma sonucunda
gibi suslarin CRISPR dizilerinin mikroevrimi sonucu
alt tiplerine ayirt edilmesinin kolaylastigi belirtilmistir.
S. enterica ve S. bongori’den toplam 39 genomda ise 2
CRISPR lokusunda toplam 705 aralik tespit edilmis olup
CRISPR I'deki aralik sayist 1 ile 55, CRISPR II’deki
aralik sayisini ise 0 ile 52 arasinda oldugu gozlenmistir.
CRISPR I ve CRISPR II’nin basit bir PCR uygulamasi
sonrast agaroz gel elektroforez ve PCR iriinlerinin
boyutlandirilmasrtyla ile

salgin salgin olmayanlarin

ayriminda faydali bir tarama araci oldugu belirtilmektedir.

casd

csel cse? cas7 cash cash casi cas?
Leade

Leader
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Serovar Enteritidis, Typhimurium, Newport,
Heidelberg’den sirasiyla 141, 84, 86 ve 89 olmak iizere
toplam 400 Salmonella izolatinin CRISPR I ve CRISPR
II analizi sonucunda 4 serovar arasinda sirasiyla CRISPR
I ve CRISPR 1II i¢in 61 ve 68 farkli array bulunmustur
(Shariat ve ark., 2013a; Shariat ve ark., 2013b; Shariat ve
ark., 2013c). Serovar Typhimurium’un her iki lokus i¢in
en fazla sayida farkli diziye sahip oldugu belirtilmistir.
Bu calismada ve digerlerinde gosterildigi gibi (Liu ve
ark., 2011a; Fabre ve ark., 2012; Shariat ve ark., 2013a)
Salmonella CRISPR dizilerindeki polimorfizmlerin ¢ogu
aralayici-tekrar birimlerinin silinmesinin bir sonucu
olarak mevcut olsa da cogunlukla buna aralik kayiplarimnin
sebep oldugu belirtilmistir.

Xie ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢aligmada 1962 ile
2015 yillar1 arasinda farkli bolgelerden toplanan 655 adet
S. Pullorum susunun CRISPR sekanslarini analiz etmistir.
WGST ile birlikte CRISPR tiplendirme metodunu
kombine ederek yaptiklari ¢aligma sonucu gdsterdi ki
CRISPR lokuslart alt tipleme ve suslarin karsilastirmal
analizlerini degerlendirmek i¢in faydali olmaktadir.
Bunlara ek olarak, CRISPR’in, WGST analizi tarafindan
tanimlanan ana soylart tanimlayabildigi belirtilmistir.
Ornegin sekans tipi 10 sadece Cinin Anhui’dan toplanan
6 susta saptanirken ve CRISPR 1 araliklart yokken,
Avrupa ve Giiney Amerika’dan toplanan 26 izolatta 8
farkli dizi mevcut olup bunlar Cin’den izole suslarda
bulunmamaktadir. Boylelikle araliklarm farkli bolgeleri
karakterize eden DNA parmak izi gdrevi gorebilecegi
belirtilmistir. Bu ¢alisma ile CRISPR lokuslarinin sadece
izolatlar arasindaki iligkiyi yansitmakla kalmayip suslar

ve cevreleri arasindaki iliskiyi de yansittig1 saptanmistir.

CRISPR2

Sekil 2. Salmonella CRISPR-Cas lokusu (Shairat ve ark., 2015).
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Ustelik, WGST ile karsilastirildiginda, CRISPR ile
tiplendirmenin ¢ok daha basit ve daha uygun maliyetli
oldugu belirtilmistir. Tiim bunlarm sonucunda CRISPR’a
dayanan yontemlerin timit verici oldugu goriilmektedir.

138 S. Infantis susu kullanarak yapilan diger
bir ¢alismada 2 adet CRISPR I ile 5 adet CRISPR II
alleli tespit edildigi, CRISPR I de olan farkliligin tek bir
araliktan, CRISPR 1II de olan farkliligin ise kayip ya da
duplike olmus araliklardan kaynaklandigi belirtilmistir.
S. Infantis’in CRISPR lokuslarindaki allel farkliliginin
daha 6nce baska serovarlar ile yapilan ¢alismalarda tespit
edilene gore az oldugu belirtilmektedir (Richards ve ark.,
2020). Ornegin 161 S. Enteritidis izolatinda yaptiklari
calismada CRISPR I ve CRISPR II’de 7 allel bulundugu
(Shariat ve ark., 2013a) ve yine baska bir ¢aligmada 40 S.
Kentucky izolatinda 13 adet CRISPR I ve 7 adet CRISPR
IT alleli mevcudiyeti belirlenmistir (Vosik ve ark., 2018).

CRISPR lokusunda degiskenligi degerlendirmek
icin ¢esitli teknikler kullanilmaktadir. Tiirlere gore farkli
CRISPR temelli genotiplendirmeler yapilabilmektedir.
Farkli suslardaki CRISPR lokuslar aralik dizi kayiplart,
tek niikleotid polimorfizmi, bakteriyofaj varligi, plazmid
replikasyonu gibi sebeplerle degisebilmektedir (Barrangou
ve ark., 2007).

Sonug¢ olarak, bakteri suslarinda CRISPR
lokuslarmin analizi genotiplendirme ve epidemiyolojik
calismalarda oldukg¢a potansiyele sahiptir (Barrangou
ve Marraffini, 2014). Giiniimiize kadar 64 Salmonella
serovarinin CRISPR-Cas sisteminin degerlendirilmesiyle
her iki CRISPR dizisinin uzunlugunda yiiksek bir ¢esitlilik
gosterilmigtir  (Pettengill ve ark., 2014). Bu yiiksek
cesitlilikteki CRISPR verilerinin degerlendirilmesi igin
yeni biyoinformatik araglarin kullanilmas1 ve bu dizilerin
gorsellestirilmesi, epidemiyolojik arastirmalara katki
saglayacaktir. Ayrica farkli popiilasyonlarda CRISPR
lokuslarmin analizleri

aralik  bolge epidemiyolojik

caligmalar icin kronolojik ve cografi olarak bilgi
vermekte ve cesitliligi gostermektedir. CRISPR’lerin
Salmonella izolatlarinin molekiiler tiplendirilmesinde ve
alt tiplendirilmesinde kullanima uygun gii¢lii bir yontem
oldugu yapilan ¢alismalar ve ortaya konulan sonuglarda
goriilmektedir. Avantajlar1 dikkate alindiginda, CRISPR
analizlerinin, mevcut altin standart yontemlere alternatif
oldugu anlasilmistir. CRISPR ile tiplendirmenin hizi da
dikkate alindiginda salgin hastaliklarin incelenmesine de

biiyiik bir katkis1 oldugu goriilmektedir.
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METABOLIC SYNDROME

ABSTRACT. Metabolic syndrome is a common health problem, is an important
cause of mortality and morbidity. Metabolic syndrome is a type of disorder that
occurs as a result of the coexistence of insulin resistance and obesity-like findings,
hipertriglisemi, hypertension, Type 2 diabetes mellitus, dyslipidemia and non-alcoholic
fatty liver disease, stress, low HDL, hyperglycemia, inflammation, adipocyte-derived
aldosterone-releasing factors, sleep apnea, etc. The same criteria and symptoms are
valid for the disease in animals, and similar definitions are made for animals. In recent
years, interest in metabolic syndrome, its causes and consequences has increased in
veterinary medicine as well as in human medicine. In the formation of the disease,
with the development of industry and technology, besides genetic factors urbanization,
sedentary life, fast and high-calorie food consumption and many environmental factors
such as smoking and alcohol use play role. In addition to this, many situations are
shown in animals such as breed, neutralism, relationship with the owner, ration content,
loss of hunter, catcher, etc. characteristics by assimilating to today's conditions. Many
internationally recognized institutions such as the National Cholesterol Education
Program (NCEP) ATPIII, the International Diabetes Federation (IDF), the World
Health Organization (WHO), the Turkish Society of Endocrinology and Metabolism
Makale anf have made definitions for metabolic syndrome. In this article, metabolic syndrome,
which has a significant impact on human and animal life, is examined in general terms.
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INTRODUCTION

Metabolic syndrome (MetS) emerges as a term that reflects
the instability between energy intake and spending,
sedentary lifestyle and resulting excessive adiposity, which
increase the risk of developing diabetes and cardiovascular
diseases (Turkish Society of Endocrinology, 2018).
Metabolic syndrome in animals differs from humans in
many ways. The most important pathological factor in
metabolic syndrome is cardiovascular system disease
in humans, laminitis and fatty liver in cattle (Daradics
et al., 2021). Many factors are involved in the etiology
of MetS. Genetics, smoking and alcohol use, lifestyle,
psychological reasons, living environment, eating habits,
etc. factors cause the formation and development of
MetS. In 1998, Reaven used the phrase “Syndrome X” to
describe the symptoms that trigger cardiovascular diseases
(CVD), such as insulin resistance, type 2 diabetes mellitus
(T2DM), hypertension, low HDL (Akyol, 2006). In the
following years, explanations were made indicating the
grouping of cardiovascular and metabolic risk factors such

LERNT3

as “plurimetabolic syndrome”, “visceral fat syndrome”,
“fatal

(Cornier et al., 2008). Since the clinical signs of metabolic

“insulin resistance syndrome”, quadruple”.
syndrome in animals are different from those in humans,
a clear explanation cannot be made. However, equine
“Equine Metabolic Syndrome” (EMS) was first described
and put forward by Johnson in 2002 as a coexistence of

obesity, insulin resistance and laminitis (Johnson, 2002).

DEFINITIONS
SYNDROME
It is understood from the definition made by the World

MADE FOR METABOLIC

Health Organizationin 1998 thatthe organism has metabolic
syndrome if at least two of the criteria of abdominal
obesity, dyslipidemia, hypertension and microalbuminuria
are present together with insulin resistance (Saklayen,
2018). National Cholesterol Education Program ATPIII
2001 (NCEP-ATP III) advocated having three or more
of the risk factors which are hyperglycemia, abdominal
obesity, hypertension, hypertriglyceridemia, low HDL for
the diagnosis of MetS. In 2005, the International Diabetes
Federation (IDF) evaluated the NCEP-ATPIII criteria
and suggested that changes should be made. The IDF has
mandated abdominal obesity for diagnosis. In 2009, the
Turkish Society of Endocrinology and Metabolism MetS
Working Group published the “Metabolic Syndrome
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Guide” and reported that insulin resistance should be

among the diagnostic criteria (Akan, 2012).

Prevalence of Metabolic Syndrome

The prevalence of MetS varies by country and ethnicity.
This is due to the fact that the lifestyle, socio-economic
status and genetic factors among people are different.
Physical activity, age, post-menopausal status, body mass
index, carbohydrates, smoking, saturated fats, alcohol use,
education, etc. factors increase or decrease the likelihood
of MetS. According to the ATP III distinctive features, the
prevalence of MetS was found to be 31.3-45.0% in women
and 21.7-32.2% in men. According to these data, women
are more likely to have metabolic syndrome. In addition,
As can be understood from the research, the likelihood
of metabolic syndrome increases with increasing age. The
occurrence of MetS is highest in the 61-65 age group, but
it has been determined that it tends to decrease after the
age of 70 (Giindogan et al., 2013). In their study, Elitok
and colleagues found that the frequency of MetS is 7
times higher in obese children compared to the general
population. The frequency of metabolic syndrome was
found to be 0.85% in all children and 6% in obese children
(Elitok et al., 2019).

DIAGNOSTIC CRITERIA OF METABOLIC
SYNDROME

Obesity and Insulin Resistance

Body mass index (BMI); It is calculated by dividing the
weight by the square of the height. Here, weight is taken in
kilograms and height in meters. In humans, a BMI value
of 25 and above is considered fat, and 30 and above are
considered obese (Guyton et al., 2007). There is still no
universally accepted definition of obesity in cats and dogs.
There are many different body condition scoring systems
to determine the adiposite in cats and dogs. In veterinary
medicine, it is necessary to determine a universal system
in order to better interpret scientific research, evaluate
the body condition more objectively and more accurately,
and communicate more clearly with patient owners and
veterinarians. For this purpose, the “Body Condition
Score” scoring on an integer scale from one to nine (1-9)
recommended by the WSAVA Global Nutrition Panel is
accepted as a fast, simple and most convenient system.

The concept of obesity in animals is defined as 30% more
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than the ideal body weight (Ward et al., 2019). Obesity
is expressed as less energy consumed than energy intake,
resulting in less fat burning and more fat accumulation
than normal in the body. Obesity; is a multifaceted
disease that depends on factors such as nutritional,
endocrine, socioeconomic, neurological, psychological
factors, gender, physical activity, metabolic age and
speed, etc. The amount of fat in the body is important in
the formation of obesity risk, but more important is the
amount of abdominal fat (Guyton et al., 2007). As in
humans, obesity-related diseases, obesity and metabolic
abnormalities are frequently seen in animals (Okada et al.,
2017). As aresult of scientific researches, it is thought that
more than 85% of people and 70-80% of horses and cows
will be affected by obesity by 2030 (Daradics et al., 2021).
There are studies suggesting that up to 59% of cats and
dogs are overweight (Ward et al., 2019). Fat distribution
in the bodies of living things is very important for the side
effects of obesity. If the localization of the amount of fat
is excessive in the pelvic region, the term gynecoid (pear
type obesity, female type) is used, and if it is excessive
in the abdominal region, the term android (male type,
apple type, central type obesity) is used (Blouin et al.,
2008). If the fat is localized in the pelvic region, it is
considered metabolically extremely inactive, and in the
abdominal region it is considered metabolically quite
active. Therefore, the risky one of weight gain and related
obesity is abdominal obesity (Akan, 2012).

Insulin resistance is considered the most
important clinical symptom or diagnostic criterion in
MetS pathophysiology. Most of the researchers put
insulin resistance at the forefront instead of obesity,
which is extremely essential among the MetS diagnostic
criteria, and state that insulin resistance directly affects
other diagnostic criteria (Akan, 2012). The term “insulin
resistance” is defined as the inability of insulin to show
its effects on protein, fat, carbohydrate intake, metabolism
or storage, despite its presence in circulation. Almost all
obese animals have insulin resistance. However, each
animal has a different effect on it. While diabetes develops
as a result of insulin resistance in cats, it rarely results in
diabetes in dogs and horses. Insulin resistance does not
affect fat metabolism in cattle, and glucose concentrations
remain in the reference range due to milk production

(Tumpa and Baric, 2019). Insulin resistance in horses is
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one of the most important diagnostic criteria for EMS.
Insulin resistance usually results in hyperinsulinemia.
Studies show that insulin resistance and resulting
hyperinsulinemia induce laminitis (Johnson et al., 2012).
In short, it is a biological unresponsiveness to endogenous
or exogenous insulin. Insulin resistance in obesity can be
determined by impaired or suppressed insulin-stimulated
glucose transport, metabolism, and hepatic glucose output

in adipocytes, skeletal muscle, and cardiac muscle.

Type 2 Diabetes Mellitus

4 clinical types are found in Diabetes Mellitus (DM). It
can be counted as Type I DM, Type Il DM, Pregnancy DM
(Gestational) and other specific types of diabetes (due to
another disease, due to that disease) (Diabetes Diagnosis
and Treatment Guide, 2019). The classification of
diabetes in humans is very similar to the classification of
diabetes in cats and dogs. Although there are differences
in etiopathogenic mechanisms, the information obtained
from the human mechanism has an important place in the
determination of the disease by using it in cats and dogs.
In dogs, DM is similar to type 1 diabetes, whereas in most
cats, DM is similar to type 2 diabetes (Nelson and Reusch,
2014). Type 2 diabetes mellitus (T2DM) occurs as a
metabolic defect caused by insulin resistance or insulin
secretion above normal in the determined tissues. Although
T2DM is related to many reasons such as obesity, sleep,
stress, nutrition and sedentary life in animals and humans,
hereditary factors are also an important cause. Although
T2DM is associated with many causes such as obesity,
sleep disorder, stress, irregular diet and the adoption
of a sedentary lifestyle, hereditary factors are also an
important cause. In the genes that code T2dm insulin
receptor, mitochondrial components, glycogen synthetase,
glucokinase, etc. it has been determined that the formation
of various mutations and that the genetic transition is

polygenic have been determined (Senol, 2009).

Hypertriglyceridemia
Hypertriglyceridemia refers to an increase in serum
the

serum or plasma to appear milky. This condition,

triglyceride (TG) concentration, which causes
which is not common in cats, is quite common in dogs.
Hypertriglyceridemia is grouped as primary or secondary,

depending on its source. While genetic or familial



14 (2): 79-87: 2023

Veteriner Farmakoloji ve Toksikoloji Dernegi

B. Turan ve S. Haliloglu / DERLEME

disorders of lipid metabolism are shown as primary
causes, other factors such as protein-losing nephropathy,
hypothyroidism, hyperadrenocorticism, diabetes mellitus,
pancreatitis, obesity, cholestasis and hepatic lipidosis
are the sources of secondary causes. There are very
few reports of primary hypertriglyceridemia in cats,
and existing reports are mostly the result of genetic
mutations (Miceli et al., 2022). Hypertriglyceridemia is
a vital factor in horses, ponies and donkeys. If adequate
treatment is not provided, it can lead to hepatic lipidosis
and critical conditions such as liver failure. Diagnosis of
hypertriglyceridemia is difficult. Because although the
onset of the disease is insidious, clinical symptoms are not
encountered except for general weakness. Factors such
as pregnancy, lactation and colitis in horses increase the
risk of occurrence (Waitt and Cebra, 2009). High plasma
triglyceride concentrations directly contribute to METS
and therefore to an increased risk of CVD, since HDL is
accompanied by risk factors that can impair cardiovascular
health, such as obesity, T2DM (Yuan et al., 2007).

Hyperglycemia

A normal plasma glucose concentration depends on
endogenous glucose uptake, glucose utilization, and
glucose transmission in the body (Giugliano et al., 2008).
According to NCEP ATP III, fasting blood glucose level
should be 100 mg/dl and above in order to be considered
as a diagnostic criterion for hyperglycemia. DM appears
as a diagnostic criterion used in the diagnosis of the
widespread and leading metabolic syndrome observed
in cats and dogs after humans. It is rarely observed in
horses, cattle, buffalo, pigs and other small animals. As
in many cases, humans and animals are very similar in
the mechanism of DM, based on this situation, laboratory
animals are preferred for DM mechanism research (Niaz
et al.,, 2018). In animals and humans, risk factors such
as pregnancy, obesity, genetics, T2DM, hyperlipidemia,
hypertension, polycystic ovaries, etc. are involved in the

formation of hyperglycemia.

Hypertension

Blood pressure (BP) should be measured using the
appropriate type of measuring instrument and to ensure
accurate measurement under the conditions in which the
patient is being tried. Standards are well established for

accurate measurement of BP measuring devices in humans,
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but the same cannot be said for cats and dogs. Factors such
as measurement method, breed, temperament, anesthesia-
wake status, veterinary experience, patient position
affect blood pressure results in animals. Therefore, it is
not possible to determine specific values and ranges in
animals (Acierno et al., 2020). The risk of cardiovascular
morbidity and mortality increases as systolic and diastolic
blood pressure increases (Aronov, 2012). It is the most
common preventable risk factor among the causes of
cardiovascular diseases (Ayinapudi et al., 2018). There
are medical treatment protocols for hypertension in both
animals and humans, but it is necessary to eliminate the
underlying secondary causes, make dietary changes,
increase movement, and reduce stress (Acierno et al.,
2020).

Dyslipidemia

In METS, the table consisting of high triglyceride (TG),
low HDL and high LDL, is called dyslipedemia. Limited
studies are available for dogs with naturally occurring
obesity. Most information has been obtained from
empirical studies. Published studies suggest that changes
in the lipid profile may occur with increases in cholesterol,
triglycerides, and phospholipids in obese dogs, but studies
have shown that parameters often do not exceed the upper
limit of the reference range (German, 2006). Classical
hyperlipidemia in horses is characterized by plasma TG
concentration reaching 500 mg/dL and higher. Many
predisposing factors such as some pony and mule breeds,
obesity, advanced age, gender, lactation period, secondary
diseases, pregnancy, metabolic syndrome, pituitary pars
intermedia dysfunction have been encountered (Ribeiro et
al.,2023). Dyslipidemia may have the potential to increase
the risk of CVD, as metabolic syndrome is accompanied
by waist circumference adiposity and hypertension risk
factors (Onat et al., 2001).

Non-Alcoholic Fatty Liver Disease

It is a liver problem that resembles fatty liver caused by
alcohol in terms of histological and pathological findings,
but is defined as a liver problem that develops without
the use of alcohol. Liver disease is an important health
problem not only in the field of human health, but also
in the field of veterinary medicine. Obesity and fatty
liver disease are frequently observed in cats and dogs
(Yang et al., 2018). Fatty acids in the liver participate
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in the synthesis of triacylglycerol, lipoprotein and
phospholipid and are used for energy generation by the
heart and skeletal muscle. In case of fatty acids continue
to enter the body, the liver will not be able to use it and
accumulation will occur. As well as this accumulation is
due to lipoprotein etc it may also be due to a defect in its
synthesis or from fat degeneration (Nizamlioglu, 1998).
Hepatic lipidosis with histological morphologies similar
to Human Nonalcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD),
mostly occurs in old animals not eating for a long time,
intense lactation, advanced pregnancy status, high-energy
feeding, inadequate care, lack of hygiene, stress, etc.
(Yang et al., 2018). Non-Alcoholic Fatty Fatty Diseases
(NAFLD) constitute the hepatic manifestations of MetS.
It is thought that approximately 60% of ectopic hepatic
triglycerides in obese NAFLD patients are caused by
free fatty acids released from adipose tissue (Chait et al.,
2020).

Low HDL

HDL is a type of lipoprotein synthesized in the small
intestine and liver that contains a high concentration
of protein, a much lower proportion of cholesterol and
phospholipids. HDL shows antioxidant, antiaggregant,
anti-inflammatory,  fibrinolytic =~ and  anticoagulant
effects. It performs these effects with the help of various
components, enzymes and specific phospholipids (Ata et

al., 2007).

Inflammation

MetS and in cases of visceral obesity which is in the
front row of MetS’ the clinical symptoms, low or high
inflammation is mentioned. The cause of inflammation in
METS is adipokines, chemokines, cytokines synthesized
and secreted from adipose tissue and other factors (Akan,
2012).

CRP (C-reactive protein): Although it is an
indicator of inflammation, it is an important factor,
especially in the assessment of cardiovascular risk (Akan,
2012). Because CRP is one of the acute phase reactants
synthesized from the liver in response to inflammation,
and high CRP indicates inflammation in the heart vessels.
This elevation means an increased risk of heart attack. In
the studies conducted, it has been determined that CRP
is high in individuals who have at least three of the MetS

diagnostic criteria.
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ADIPOCYTE-DERIVED
RELEASING FACTORS

Obesity, especially visceral obesity, plays an important

ALDOSTERONE-

role in the pathophysiology of the metabolic syndrome.
Adipose tissue is considered an endocrine organ and
secretes adipokines such as tumor necrosis factor
(TNF-a), non-esterified fatty acids and interleukin-6 (IL-
6). Adipokine imbalance in the metabolic syndrome is the
result of both adipose cell expansion and macrophage-
associated infiltration. Cytokines such as TNF-o and
IL-6, which are produced in excess by the infiltration of
macrophages into the adipose tissue, impair the effect of
insulin, signal with different structures and cause insulin
resistance. Due to the increasing importance of adipokines
in health and disease, there is an increasing need to know
their biological structures in veterinary medicine. As
obesity rates increase in animals, it is expected that the
effect of changing adipokine balance on animal health
will increase (Radin et al., 2009). Components of the
(RA-aldosterone)

are also in adipose tissue, and their presence not only

reninagiotensin-aldosterone system
induces insulin resistance and hypertension, but also
triggers aldosterone secretion. Known for a long time to
be a hormone that balances electrolytes, fluid volume and
homeostasis in the organism, aldosterone has recently
been determined to be an important finding of target organ
damage. Aldosterone directly affects the brain, heart and
kidneys, and an excess of aldosterone leads to proteinuria
and chronic kidney disease (Fujita, 2010). Although
several studies have documented RA-aldosterone
activation in diet-induced obesity in dogs, the effect of
RA-aldosterone changes on obesity-related disorders in
dogs, cats, and horses has not been fully defined (Radin

et al., 2009).

Stres

The number of pets is increasing day by day. However,
problems regarding the welfare of pets are increasing.
Stress factors such as shipping problems, exposure to new
environments, and inappropriate maintenance procedures
occur. Stress can cause behavioral problems, illness,
and death in animals. On the other hand, stress can lead
to undesirable consequences such as deterioration of
animal welfare, harming the pet-owner relationship, and

abandonment of pets (Fan et al., 2023).
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The main factors of stress are locus ceruleus-
(LC/NE),
their

structures
(CRH),
hypothalamic-pituitary-adrenal

norepinephrine/autonomic
corticotropin-releasing hormone and
peripheral  effectors,
(HPA) axis and components of the autonomic system
(Vgontzas et al., 2000).

These effectors include logic-cognitive, fear-
reward, immune, metabolic etc. systems. Glucocorticoids
(GC), which are among the steroid hormones that act as
the end product of the HPA axis, are found in almost every
organ and tissue of the human organism (Nader et al.,
2010).

Glucocorticoids stimulate hepatic
gluconeogenesis and promote visceral adiposity and
metabolic syndrome, inhibits and potentiates insulin
status respectively on adipose tissue and skeletal muscle
(Ata et al., 2007). Glucocorticoids play is a decisive
factor in determining the distribution of body fat. The
autocrine production of cortisol from inactive cortisone by
11BHSD1, which is expressed from adipose tissue, may
be a very important factor in the pathogenesis of central
obesity (visceral obesity). However, it has been reported
that not every fat patient has a high circulating cortisol

concentration (Stewart et al., 1999).

Sleep Apnea

It is a symptom that occurs with the closure of the upper
airways, especially the hypopharynx, during breathing
during sleep. Due to sleep apnea some symptoms such
as sleep disorder, right heart failure and hypertension
due to recurrent hypoxic events, etc. can occur. The
pathophysiology of sleep apnea is unclear, and most of the
available treatments for this disease are mechanical. As a
result of the studies, it has been observed that TNF-o and
IL-6, among the cytokines that cause fatigue or sleepiness,
are increased in sleep apnea and obesity, and that these
findings are a determining factor in the pathogenesis are
found. TNF- a is also strongly associated with lipolysis,
and this cytokine causes significant insulin resistance
(Vgontzas et al., 2000). Current evidence has shown that
the causal relationship between sleep apnea and metabolic
syndrome may be due to biochemical markers such as
oxidative stress, increased sympathetic activity, insulin
resistance, dyslipidemia, and endothelial dysfunction
(Barros and Garcia-Rio, 2019).
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TREATMENT
SYNDROME

Although there are genetic factors involved in the formation

APPROACHES IN METABOLIC

of MetS, the underlying lifestyle decreasing physical
activity due to the advancement of technology, the hustle
and bustle of life in crowded cities, etc. lead people to
consume easy-to prepare calorie foods . The first thing to
do in the treatment of MetS is to eliminate these causes.
There are up-to-date and reliable pharmacological agents
for the control of each of the clinical manifestations of
metabolic syndrome separately. Many drugs are currently
used for blood pressure to be brought to the desired
level in the the Seventh Report of the National United
Committee, to reduce HbAlc in patients with diabetes to
the level specified in the American Diabetes Association
(ADA) guidelines and o adapt the criteria affecting lipid
and lipid profile to NCEP ATP III. But it is not enough to
use only these drugs. What is more necessary and difficult
than the use of medication is to convince the patient to
exercise regularly and follow the appropriate diet (Isildak
et al., 2004).

The basic rule of weight management in cats and
dogs is to follow a diet. Exercise and behavior management
are important but considered as auxiliary elements. The
diet protocol should be arranged according to the patient.
If weight loss is done only with energy restriction, it will
cause simultaneous protein loss. For this reason, while
the diet protocol is supported with protein, it should be
prepared with a reduced fat ratio and suitable for the
purpose. Increasing physical activity provides support to
diet therapy. It supports fat loss and helps to protect lean
tissue. Exercises such as walking with lead, hydrotherapy
and swimming, walking on a treadmill are considered
appropriate for dogs. In cats, weight loss can be achieved
by increasing play activities with cat toys (German, 2006).
In the diet protocol of ponies or horses with EMS, it is
necessary to reduce the non-structural carbohydrate
(NSC) content in order to reduce the amount of energy
and reduce the glycemic and insulinemic index. In obese
horses, the total amount of energy should be reduced
and weight loss should be supported by increasing the
level of physical activity. Approximately 200 minutes of
moderate-intensity exercise per week is desirable. This
exercise will provide improvements in insulin sensitivity,
structural damage in the lipid profile of the foot, and foot
pain (Frank et al., 2010).
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CONCLUSION

Metabolic syndrome has become a problem of great
importance globally (Saklayen, 2018). In a study
conducted by the Metabolic
(METSAR) throughout Turkey in 2007, it was observed

that more than a third of the population over the age of 20

Syndrome Research

participating in the study met the diagnostic criteria that
constitute METS defined in ATP III. The participants of
the study were randomly selected from seven geographical
regions of Turkey. The incidence of MetS has been found
to be lower in men than in women (Kozan et al., 2007).

Although the prevalence of EMS diagnostic
criteria for animals, especially equines, has been evaluated
by some studies, there are few and unclear epidemiological
data on this subject (Durham et al., 2019).

MetS, which is defined as a clinical picture with
high morbidity and mortality, with different and multiple
diagnostic criteria developing due to hereditary and
environmental factors, and accepted as one of the ten most
risky diseases according to recent studies, appears as a
fatal endocrinopathy case that manifests itself with insulin
resistance that has been known since 1998 and glucose
intolerance or diabetes mellitus, abdominal obesity,
dyslipidemia, hypertension and related cardiovascular
diseases (Akan, 2012). Internationally accepted definitions
that best explain metabolic syndrome have been made
by the World Health Organization (WHO), the National
Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel I11
(NCEP ATP III), and the International Diabetes Federation
(IDF) (Saklayen, 2018).

When treating metabolic syndrome, it is aimed to
reduce or eliminate the clinical symptoms that cause the
development of cardiovascular diseases. For this purpose,
it is necessary to create an awareness of healthy living
that includes such criteria as to make exercise a way of
life, an adequate and balanced eating habit, regular sleep
etc. and to conduct necessary studies and enlightment for
its placement in the entire society seem to be the most
appropriate solution.

In animals, pathophysiological pathways and
diagnostic criteria are observed similar to the occurrence
of MS in humans. Insulin resistance, type 2 diabetes
mellitus, obesity in cats; Symptoms such as obesity,
hyperglycemia and hyperlipidemia are quite common in
dogs (Okada et al., 2017). In horses, on the other hand,

equine metabolic syndrome, characterized by insulin
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resistance and laminitis resulting from increased adipose
tissue in the dorsal region, occurs (Walsh et al., 2009).
As in humans, obesity can cause problems such as
reproductive disorders, diabetes mellitus, abnormalities
in circulating lipid profile, heart-respiratory diseases,
orthopedic diseases, neoplasia, dermatological diseases
and urinary tract disorders (Okada et al., 2017).

The goal in the treatment of metabolic syndrome
is to reduce or eliminate the clinical manifestations that
cause the development of cardiovascular diseases for
animals and especially humans, laminitis for horses, and
fatty liver disease for cows. For this, increasing physical
activity, arranging a diet protocol suitable for the person
and the animal, raising the awareness of healthy life in
humans and animal owners, including criteria such as
sleep patterns and removing stress factors, and doing the
necessary information and studies for this seems to be the

most appropriate solution.
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GIRIiS
Hem nematodlara hem de dis parazitlere etkili olan
makrosiklik laktonlar (ML), “endosid” ve “ektosid”
kelimeleri birlestirilmesi ile olusturulan “endektosid”
olarak adlanlandirilmaktadir (McKellar ve Benchaoui,
1996). ML yapilarina gore avermektinler ve milbemisinler
olarak ikiye ayrilir. Etkili ve toksisitesi en diisiik
antiparaziter bilegikler olarak kabul edilen bu iki grup,
insan ve hayvan parazitlerinin tedavi ve kontroliinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. ML ailesinin ilk {iyesi
olan ivermektinin kesfi, 1970 yilinda mikrobiyolog
Satoshi Omura tarafindan Japonya’nin Honshu kentindeki
ormandan aldig1 toprak Orneginden Gram-pozitif bir
bakterinin izolasyonu ile baslamistir. Bu kesif 2015
yilinda Nobel 6diilii almistir (Laing ve ark., 2017).
Avermektin  ve milbemisinler makrosiklik
lakton halkasi tasirlar, ancak farkli mikroorganizmalarin
fermente Urlniidiirler. Bu iki bilesigin temel farkliligs;
makrosiklik halka C13 kisminda

seker gruplarini ihtiva ederken milbemisinlerde bu bolge

avermektinlerdeki

protonlanmigtir (Prichard ve ark., 2012). Avermektinler

arasinda ivermektin, doramektin, abamektin,
eprinomektin ve selamektin, milbemisinler arasinda
ise moksidektin ve milbemycin bulunur (Vercruysse,
2002). Genel olarak, ML oral yolla alindiginda hizla
absorbe edilirken deri alt1 enjeksiyonunda absorbsiyon
daha yavagtir (Merola ave Eubic, 2012). Avermektinler,
omurgasiz canlilarin ndron ve faringeal kas hiicrelerinde
bulunan glutamat kapili kloriir kanallarma baglanarak
antiparazitik aktivite gosterir. Ayrica GABA, glisin ve
nikotinik asetilkolin dahil olmak iizere diger ligand-kapili
iyon kanali reseptorleri lizerinde de baglanma etkisine
sahiptir. Omurgasizlarda ivermektinin glutamat kapili
kloriir kanallarina baglanmasi sonucunda hiicre zarinin
kloriir iyonlarina karg1 gegirgenliginin artmasi sekillenir,
hiicresel hiperpolarizasyon, felg ve 6lime neden olur
(Laing ve ark., 2017; Johnson-Arbor, 2022).
etki  sekli

bilinmemektedir. Diger makrosiklik laktonlarda oldugu

Milbemisinlerin tam  olarak
gibi, bu bilesikler de omurgasizlara 6zgii glutamat kapilt
iyon kanallara afinite gosterir. Moksidektin, artropodlarin
noral kavsaklarina, nematodlarin ise néronal membranina
baglanir. Postsinaptik hiicrelerin hiperpolarizasyonu,
hiicre zarinin direncini azaltan klorilir iyonunun igeri
girmesi sonucu olusur. Bu, ndrotransmisyonu bozarak
6liime ve parazitin ortadan kaldirilmasina neden olur (El-

Saber Batihe ve ark., 2020).
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Hayvanlarda kullanilmak i¢in gelistirilen ilk ML’dur. Bu
bilesik bazi parazitlerin tedavisi i¢in ruhsatlandirilmastir,
bunlarin disinda hayvanlarda bazi parazitlerin tedavisinde
etiket dis1 (off-label) da kullanilmaktadir. Etiket disi
ila¢ kullanim1 hakkinda Tarim ve Orman Bakanligi’nin
Veteriner Tibbi Uriinler Hakkinda Yonetmeligi'nde
(24.12.2011 tarih 28152 “bir
prospektiistinde belirtildiginden farkll sekilde kullanimi”

ve sayili) ilacin
olarak belirtilmistir. “Veteriner hekim uygun izinli bir iirtin
bulunmamast durumunda, veteriner biyolojik iiriinler
disindaki izinli tiriinleri mesleki bilgisine dayanarak etiket
disiolarak kullanabilir veya kullaniimasini tavsiye edebilir.
Bu durumda veteriner hekim etiket disi uygulamanin
muhtemel her tirlii etkisi hakkinda yetistiriciye gerekli
bilgiyi vermek, kayitlarinda ve regetede bu durumu
belirtmek zorundadir. Etiket dist kullanmim durumunda,
kullanmilan iiriin i¢in ilgili hayvan tiirlerine gére bir kalinti
artnma stiresi belirlenmemigse Bakanlik asgari bir siire
ve/veya kurallar tavsiye edebilir. Etiket disi kullanmimda
sorumluluk uygulayana ve uygulatana aittir.” ifadeleri yer
almaktadir (Yarsan ve Pehlivan, 2020).

Ivermektin; GABA
GABA nematodlarda noronlarda,
kas

uyarimi bloke eden nérotransmitterdir. GABA saliniminin

presinaptik noronlarda
salimimini  attirir.

artropodlarda  ise iplikciklerinde post-sinaptik
uyarilmasi sonucunda parazitte paraliz ve Sliim gelisir.
kelebekleri

iletiminde GABA’y1 kullanmadigindan ivermektin bu

Karaciger ve sestodlar periferik sinir
parazitlere kars etkili degildir (Plumb, 2011). K&pege oral
yolla verilen ivermektin yaklasik 4 saat icinde maksimum
plazma diizeyine ulasir, bu siire deri altt uygulamada
daha yavastir (32-36 saat). Kedide ise bu siire 28 saat
civarindadir. Ivermektinin yari omrii kopeklerde oral
uygulamada 3.3 giin, deri alt1 uygulamada 3.2 giin, kedide
ise 3.4 giindiir (Merola ve Eubig, 2012). Dort mideye
sahip ruminantlarda ise oral yolla uygulanan ivermektin
inaktive olur. Kediye oral verildiginde biyoyararlanim
kopege gore daha diisiik oldugundan kalp kurdundan
korunmak amaciyla daha yiiksek doza ihtiya¢ duyulur.
Ivermektin karacigerde metabolize olur ve cogunlukla
diski ile atilir (Plumb, 2011).

Ivermektinin kdpek ve kedi icin ise gelistirilmis
¢igneme tableti mevcuttur. Ciftlik hayvanlari igin ise likit
enjektabl formu, oral yolla uygulanan bolus formu, pour-

on, paste ve feed premix formu bulunur.
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Kopege ivermektin oral veya deri alti yolla
kullanilir. Kopege iki farkli yolla uygulanan 200 pg/kg
dozda ivermektinin farmakokinetiginde farklilik tespit
edilmediginden bu iki yolla da tedavide kullanilabilecegi
belirtilmistir (Karademir, 2005). Ancak alt1 haftadan kiigiik
kopek yavrularmna kullanimi tavsiye edilmemektedir
(Vercruysse, 2002).

Ivermektin; kopekler igin kalp kurdundan
(Dirofilariaimmitis) korunmaamaciylaruhsatlandirilmistir
(Plumb, 2011). Bu amagla ayda bir kez 6-12 pg/
kg (0,006 — 0,012 mg/kg) dozda oral yolla kullanimi
tavsiye edilmektedir (Vercruysse, 2002). Ivermektin
D. immitis’in t¢lincli ve dordiincii donem larvalar ile
mikrofilerlerine karst etki gosterir, ancak erigkin kalp
kurduna etkisi minimumdur. Dirofilaria immitis’in képek
viicudunda L4’ten L5’¢ doniisiimii icin yaklagik 4 ay
civarinda siire gerektiginden enfeksiyonun ilk ayinda
ivermektin uygulanmasi parazit larvalarinin eriskine
doniigmesini engelleyebilir. Endemik bdlgede kalp kurdu
profilaksisinde ilk doz ivermektinin mevsimsel olarak
kopegin sivrisinekle ilk karsilasacagi zaman uygulanmasi,
sezon boyunca aylik uygulamaya devam edilmesi, son
uygulamanin ise sivrisinek sezonunun bitiminden sonraki
ay i¢inde yapilmasi onerilir (Vercruysse, 2002).

Erigkin kalp kurduna yonelik tedavi protokolii
uygulanmasini takiben dort hafta sonra 0,05 mg/kg dozda
uygulananivermektinkdpegindolasimindakimikrofilerleri
oldiirmektedir. Ancak ivermektin mikrofilarisit olarak
ruhsatlanmamistir. Ancak kalp kurdu tasiyan kopekler
icin etkili bir mikrofilarisit olarak degerlendirilmektedir.
ML grubu ilaglar mikrofilerleri hizla o6ldiirdiigiinden,
dolagiminda ¢ok sayida mikrofiler bulunan kdpeklerde
risk olusturmaktadir, bu sebeple antihistaminik ve
glukokortikosteroidler tedavi protokoliine eklenmelidir
(Bowman, 2014; AHS Canine Guideline, 2020). Eriskin
parazite yonelik tedavi yapilmadan kalp kurdu ile enfekte
kopeklere ivermektin uygulanmasi “occult enfeksiyon”
olarak adlandirilan bir tablonun gelismesine sebep olur.
Occult enfeksiyon esnasinda kopek eriskin D. immitis
tasimasina ragmen kan dolasiminda mikrofilerlere
rastlanmamaktadir. Ivermektinin endemik bélgelerde
profilaktik amagla aylik uygulandigi kopeklerde occult
enfeksiyon gelisme riskinden dolay1 kopekler erigskin D.
immitis yoniinden serolojik bir test ile kontrol edilmelidir
(Bowman, 2014).

Farkli ilaglarla kombine edilen ivermektinin

Bulletin of Veterinary Pharmacology and Toxicology Association

)

eriskin kalp kurduna tedavi etkinligi arastirilmis
(melarsomin, doksisiklin ve ivermektin kombinasyonu,
doksisiklin ve ivermektin, sadece doksisiklin, sadece
ivermektin ve sadece melarsomin), doksisiklin ve
ivermektin kombinasyonunun eriskin kalp kurtlarini daha
az patojenik etki ile ortadan kaldirdig1 tespit edilmistir
(Bowman, 2014).

Ivermektinin kopeklerde bazi diger parazitlere
kars1 da etiket digi kullanimi bilinmektedir. Generalize
demodikoz tedavisi i¢in Onerilen protokol; oral yolla
birinci giin 0,1 mg/kg dozda verilmesi, 0,6 mg/kg’lik
hedef doza ulasilincaya kadar her {i¢ giinde bir ilacin 0,1
mg/kg arttirilmasidir (4. giinde 0,2 mg/kg’a ve 7. giinde
0,3 mg/kg’a). Enfekte kopekte negatif iki deri kazintisi
izlendikten sonra, 0,6 mg/kg dozda 1-2 ay daha tedaviye
devam edilmesi tavsiye edilir (Bowman, 2014). Kopekte
toksisite belirtileri varsa ila¢ hemen kesilmeli, bu tedavi
MDR1 mutasyonu olma ihtimali olan koépek irklarina
uygulanmamalidir (Plumb, 2011). Sarkoptik uyuz igin
0,3-0,4 mg/kg dozda oral ya da subkutan haftada bir kez
uygulama 6nerilir (Plumb, 2011).

Ivermektin kdpekte bazi ig paraziterin tedavisinde
de kullanilmaktadir. Akcigerdeki Capillaria spp. ve
Eucoleus boehmi tedavisinde 0,2 mg/kg dozda oral yolla,
Pneumonyssoides caninum tedavisi igin 0,2 mg/kg dozda
deri alt1 yolla, Oslerus osleri tedavisi igin 0,4 mg/kg dozda
deri alt1 yolla uygulanir. Ivermektinin kdpeklerde oral
veya subkutan olarak 200 pg/kg dozda uygulanmasinin
eriskin ve larva donemindeki Toxocara canis, kancali
kurtlara (Ancylostoma caninum, Ancylostoma braziliense
ve Uncinaria stenocephala) ve Strongyloides stercoralis’e
etkili oldugu gortilmiistiir. Bu dozda Toxascaris leonina
ve Trichuris vulpis’e kars etkinligi tam bilinmemektedir
(Plumb, 2011; Bowman, 2014).

Biiyiik hayvan i¢in gelistirilmis formiilasyonlari
yiiksek ivermektin konsantrasyonuna sahiptir (10-18,7
mg/ml), bu nedenle bu triinlerin kopeklerde etiket dist
kullaniminda dozun yanlis hesaplanmasi ve asir1 doz
uygulamalari gibi riskler olusturmaktadir. Atlara oral yolla
uygulanmasi sonrasinda digki yoluyla atilan ivermektin
metabolitleri, bu diskiy1 yiyen kdpekler igin toksikasyon
riski olusturur.

Ivermektinin bazi képek irklarinda toksisiteye
Bu kopeklerde MDRI1
(multidrug resistance) gen bdlgesinde mutasyon

belirlenmisti. ABCB1 geni olarak da bilinen MDRI1

sebep oldugu gorilmistiir.
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geni, P-glikoprotein (P-gp) ad1 verilen protein pompasint
kodlar (Mealey, 2004). P-glikoprotein,

ilaclar (ivermektin), antikanser ajanlar (Vinca alkaloidleri,

antiparaziter

immiinosupresanlar (siklosporin,
bilesikler

rifampisin, ketokonazol, levofloksasin vb), kardiyak

doksorubisin),
takrolimus), antimikrobiyal (eritromisin,
ilaglar (digoksin, verapamil, diltiazem, losartan vb.),
opioidler (morfin, loperamid, butorfanol, fentanil), steroid
hormonlar1 (kortizol, deksametazon vb) dahil olmak
lizere cesitli kimyasal yapilara sahip bir dizi ilaci tasiyan
genis substrat 6zgiilliigiine sahiptir (Mealey, 2004; Geyer
ve Janko, 2012). P-gp; bu ilaglarin viicutta emilmesi,
dagilimi, metabolize olmasi ve atimmda 6nemli bir rol
oynar (Mealey, 2004). P-gp, ivermektinin beyin dokusuna
ulagmasindan sorumludur (Prichard ve ark., 2012).

P-gp ile taginan ivermektin MDR1 mutasyonuna
sahip olan kopek irklarinda kan-beyin bariyerini asarak
merkezi sinir sistemi toksisitesi olusturur (Plumb,
2011). Basta Collie 1rk1 olmak iizere MDR1 mutasyonu
saptanan kopek irklari arasinda; Avustralya Coban kopegi,
Minyatiir Avustralya Coban képegi, Ingiliz Coban képegi,
Alman Coban Kopekleri (beyaz), Uzun Tiiylii Whippet,
McNab Coban kopegi, Shetland Coban Kopekleri, Silken
Windhound, Uzun Tiiylii Tazi, Avustralya Sigir Képekleri
ve Bearded Collie bulunur (Prichard ve ark., 2012;
Bowman, 2014).

Ivermektine duyarli olmayan képek rklarina 1
mg/kg dozda ilag uygulanmasini takiben akut toksisite
belirtileri nadiren izlenirken, 2,5 mg/kg dozda midriasis,
5 mg/kg dozda ise titreme sekillendirmektedir. ivermektin
10 mg/kg dozda uygulandiginda koépeklerde ciddi titreme
ve ataksi, 40 mg/kg’lik doz asildiginda ise 6lim goriiliir.
Beagle irk1 kopeklerde 14 hafta siireyle 0,5 mg/kg dozda
oral yolla uygulanan ivermektin herhangi bir toksisite
belirtisi olugturmamig, ancak ayni siire boyunca 1-2 mg/
kg dozda verildiginde midriasis ve kilo kayb1 geligmistir
(Plumb, 2011). Kopekte
kusma, ataksi, uyusukluk, hipersalivasyon, midriasis,

ivermektin  toksisitesinde
ndbet ve tasikardi sekillenebilir. Ayrica korliik, titreme,
dehidrasyon, ishal, hipertermi, bradikardi, koma ve 6liim
de izlenebilir (Tranquilli ve ark., 1989; Merola ve ark.,
2009, Plumb, 2011; Bowman, 2014). Korliik; retinal
o0dem ve elektro-retinogram anomalisine bagli sekillenir
ve gegicidir (Merola ve Eubic, 2018).

Ivermektin toksisitesinin tedavisi i¢in onaylanmis

bir bilesik mevcut degildir. Toksisite gelisen kopeklere
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semptomatik tedavi uygulanmaktadir (Paul ve Tranquilli,
1989). Etkilenen kdpegi kusturmak, aktif komiir vermek,
stv1 tedavisi saglamak ve viicut 1sisin1 korumak esastir
(Plumb,2011).K&pegin oral yollatoksik dozdaivermektine
maruziyetinin iizerinden ¢ok zaman ge¢cmemisse ve
klinik belirtiler heniiz sekillenmemigse veteriner hekim
tarafindan ilk olarak kusturma disiiniilebilir. Ancak
sinirsel  belirtiler gelismigse aspirasyon riskinden
dolay1 kusma indiiklenmemelidir. Vakadan vakaya gore
degismekle birlikte etken maddenin oral yolla alinmasinin
iizerinden 30-60 dakika ge¢migse hayvanda kusma
indiiklenir. ML’larin sindirim kanalindaki emilim hizi
g0z Oniine alindiginda, oral yolla alindiktan sonraki dort
saat icinde aktif kdmiir uygulamas: faydalidir. Ivermektin
toksikasyonu gelismis vakalarda iki giin boyunca her
8 saatte bir aktif komiir uygulanmasi tavsiye edilir.
Aktif komiir uygulamasi esnasinda bagirsak kanalindan
osmotik yolla su kaybina bagli hastada hipernatremi ve
hipermagnezemi gelisebilecegi unutulmamalidir (Merola
ve Eubig, 2012).

Toksisite belirtileri gosteren kopege, sinapslarda
asetilkolin birikimi saglayan kolinerjik bir ilag olan
fizostigminin intravendz yolla uygulanmasmin etkili
1987).

Fizostigmin, 0,2 mg/kg dozda ivermektin uygulanan

oldugu bildirilmistir (Tranquilli ve ark.,
Collie’lerde sekillenen merkezi sinir sistemi belirtilerinin
30-90 dakika boyunca diizelmesini saglamistir. Bu siire
etkilenen kopegin birseyler yeyip-icebilmesine olanak
saglamaktadir. Ancak bu klinik diizelme gecicidir, iistelik
fizostigmin uygulanan kdpekte salya artisi, iseme, ishal,
titreme ve nobet gibi klinik belirtiler de goriiliir (Merola
ve Eubig, 2012).

Viicuttaki zehirli maddelerin toksik etkilerini
azaltmada lipit emiilsiyonlar1 intravendz  yolla
uygulanmaktadir (Bahgivan ve Oguz, 2019). Ivermektin
toksisitesinin damari¢i yolla lipid emiilsiyonu verilerek
tedavi edildigine dair kayitlar mevcuttur (Bates ve ark.,
2013; Kidwell ve ark., 2014).

Kedide ivermektin kalp kurdu tedavisi ve
korunmasi, kulak akar1 tedavisi ve kancali kurt tedavisi
icin ruhsatlandirilmistir. Kalp kurdunu 6nlemek amaciyla
kedilerde 0,024 mg/kg dozda kullanilmaktadir (Plumb,
2011). Kedilerde 0,024 mg//kg dozda baz1 gastrointestinal
nematodlarn tedavi ve kontroliinde kullanilabilir. Kancali
kurtlarin (Ancylostoma tubaeforme ve A. braziliense)

tedavisi i¢in de kullanimi onaylanmistir (Bowman,
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2014). Kulak akar1 tedavisi i¢in %]1°lik otik siispansiyonu
mevcuttur. Bu ilag dort haftaliktan biiylik kedilerde kulak
akar1 (Otodectes cynotis) tedavisi i¢in onaylanmustir. lag,
akarin yumurtalara ve larva asamalarina karsi etkindir
(Bowman, 2014).

Ivermektin kedilerde Toxocara cati gibi bazi
nematodlarin tedavisinde etiket dist kullanilmaktadir
(Blagburn ve ark., 1987; Kirkpatrick ve Megella, 1987).
Akciger kurdu olan Aelurostrongylus abstrususu tedavi
etmek i¢gin etiket dis1 0,4 mg/kg deri alt1 yolla tek dozda
kullanilmaktadir (Kirkpatrick ve Megella, 1987).

Kediler i¢in ivermektin daha giivenli kabul
edilir. Ancak bazi kedilerde toksisite gorildiigii de
kaydedilmektedir. Kedide akut zehirlenme belirtileri
doz asimu sekillendikten yaklasik 10 saat sonra goriliir.
Bu belirtiler arasinda anoreksi, midriasis, titreme, ataksi,
arka bacaklarda felg gelisimi dikkati c¢eker (Plumb,
2011; Bowman, 2014). Sinirsel belirtilerin hafiflemesi
uzun siire alir, iyilesme yaklagik 2-4 hafta sonra izlenir.
Kisa sahibi

spot-on uygulamasindan 12 saat sonrasinda tremor

tiyli  kediye tarafindan ivermektinin
gelismis, propofol uygulamasi klinik belirtilerde gegici
bir diizelmeye sebep olmustur. Takibinde intravendz
intralipit infiizyonu sonrasinda klinik belirtiler diizelmistir
(Prichard, 2010). P-gp ile taginan ilaglara yan etki gosteren
kedilerde, duyarli kdpeklerdekine benzer sekilde MDR1
geninde mutasyon varligi arastirilmig olmakla birlikte net

veriler elde edilememistir (Mealey ve Burke, 2015).

MOKSIDEKTIN
Moksidektin Streptomyces cyaneogriseus noncyanogenus
adli  bakterinin fermantasyonuyla elde edilmistir.

Moksidektin ivermektine kiyasla yar1 dmrii daha uzun (20
giinden fazla), dokularda birikimi nispeten daha fazladir.
Moksidektin agizdan uygulandiginda ivermektinden daha
hizli emilir. Yar1 6mrii; kdpegin viicut kondiisyonuna
bagli olarak, 13,9-25,9 giindiir. Obez kopeklerde viicuttan
atilma siiresi uzar (Merola ve Eubig, 2012).

Moksidektin,

uygulama, subkutan enjeksiyon ve aylik uygulanan

kopek ve kedi icin topikal
tabletler halinde piyasada bulunur. Ruminant ve atlar
icin gelistirilmis enjektabl, pour-on ve oral drench
seklinde uygulanan formlar1 da bulunur. Ivermektin
gibi bu bilesigin de at ve ruminantlar i¢in hazirlanmis
olan formlar1 yiiksek konsantrasyonda (%0,5-2, 5-20

mg/ml) etken madde igerir bu sebeple pet hayvanlarina
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uygulanmast toksikasyon riski olusturur. Ayrica at
diskistyla atilan metabolitleri de bu digkiy1 yiyen kopekler
i¢in toksikasyon olusturma riskine sahiptir.

Moksidektin aylik olarak kalp kurdu onleyici,
pireler i¢in adultisid, kancalikurt, askarit ve kamgilikurt
tedavisinde ruhsathidir. Generalize demodikoz tedavisinde
de kullanilir (Plumb, 2011). Moksidektin aylik 0,003 mg/
kg dozda veya alt1 aylik ara ile 0,17 mg/kg dozda deri
altt enjeksiyonu yapilir (Merola ve Eubig, 2018). Kalp
kurdundan korunmada topikal olarak kopege 2,5 mg/kg
dozda, kediye 1 mg/kg dozda aylik uygulanir (Merola ve
Eubig, 2018).

Moksidektin, kopekte gebeligin 40 ve 55.
giinlerinde 1 mg/kg dozda iki deri alt1 uygulamasi fotusa
T. canis larvasmin (Kramer ve ark., 2006), gebeligin 55.
giiniinde 1 mg/kg dozda deri alt1 verilmesi ise A. caninum
larvasimin gegigini engellemistir (Wiebe ve Howard,
2009).

Bu bilesik kopeklerde kalp kurdu hastaliginin
onlenmesi ile larva ve eriskin kancali kurt enfeksiyonunun
tedavisi i¢in onaylanmigtir (McCall, 2001). Normal
P-gp genotipine sahip kopeklerde 1,9-2,8 mg/kg dozda
oral uygulanmasi yan etkiye sebep olmustur (Merola
ve Eubig, 2018). Ivermektine duyarli Collie 1kt
kopeklere moksidektinin etiketinde belirlenen dozun 30
kat1 oraninda enjeksiyonunun olumsuz reaksiyona yol
agmadig1 bildirilmistir (Paul ve ark., 2000). Moksidektinin
memeli P-gp ile etkilesimi ivermektine gore daha zayifitir
(Prichard ve ark., 2012). Ancak kilo kayb1 %10 dan fazla
olan kopeklerde moksidektinin yan etki gelistirme orant
yliksektir. Enjeksiyonu takiben iki saat iginde alerjik
yapiya sahip kopekte eritem ve kasint1 izlenebilir. Nadiren
kusma ve/veya ishal, uyusukluk ve ates goriiliir. Kusma
ve ishal genellikle difenhidramin veya deksametazon ile
tedavi edilebilir, tedaviye hemen yanit alinir (Bowman,
2014).

MOKSIDEKTIN VE IMIDAKLOPRID

Topikal yolla uygulanan bu {iriin; dis parazitler i¢in
imidakloprid ve i¢ parazitler i¢in moksidektin igerir.
Moksidektin ve imidakloprid kombinasyonu, erigkin
pireleri 6ldiirmede, kalp kurtlarindan korunmak, eriskin
ve larva donemindeki kancali kurtlarin (4. caninum ve
U. stenocephala), askaritlerin (7. canis’in erigkin ve
larva donemi, 7. leonina’nin erigkini) ve kamg¢ili kurtlarin

(T vulpis’in erigkini) tedavisinde kullanilir (Arther ve
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ark., 2005). Tavsiye edilen minimum doz 10 mg/kg
imidacloprid/2,5 mg/kg moksidektin’in ayda bir kez
topikal uygulanmasidir (Plumb, 2011; Bowman, 2014).
Bu kombinasyon 13-4 kiloluk kopeklere 0,4 ml, 4-9
kg kopeklere 1 ml, 4-25 kg kdpeklere 2,5 ml, 25-40 kg
kopeklere 4 ml dozda uygulanir. Bilesigin 1,36 kg’dan
daha hafif veya yedi haftadan kii¢iik yavrulara etkisi net
degildir. Ciftlesme donemindeki, gebe veya laktasyondaki
kopeklerde etkisi bilinmemektedir.

Bu bilesigin agizdan alinmasi depresyon, tiikiiriik
salgilamasi, gozbebeklerinde genisleme, koordinasyon
eksikligi, nefes nefese kalma ve genel titreme gibi bazi
ciddi reaksiyonlara neden olabilir. Bu nedenle kopeklerin
uygulama alanindan iriinii  yalamalarmi  6nlemek
onemlidir. Saha c¢aligmalari, tedavi edilen kopeklerin
yaklasik %15’inde kasinti oldugunu ortaya koymustur.
K&pek sahipleri uygulama yerinde kalan kalintilardan ve
uygulama sirasindaki kokudan sikayet etmektedir. Kopek
icin satilan {riin kedilerde kullanilmamalidir (Plumb,
2011; Bowman, 2014).

Kedi

6ldiirmede, kulak akar1 (O. cynotis) tedavisi ve kontrolii

igin {iretilmis {rlin, yetigkin pireleri
amaciyla, kalp kurtlarini 6nlemek, eriskin ve larva
donemindeki kancali kurtlart (4. caninum) ve T. cati’yi
tedavi ve kontrol etmek i¢in topikal kullanimi onaylanmistir
(Arther ve ark., 2005). Tavsiye edilen minimum doz 10
mg/kg imidacloprid/1 mg/kg moksidektin dozunun aylik
topikal yolla uygulanmasidir (Plump, 2011). Yaklasik 0,9
kg’dan daha hafif veya dokuz haftaliktan kiiciik kedilerde
kullanilmamalidir.

Belirtilen dozun 10 katinin bir sefer uygulandig:
kedilerde hafif diizeyde,
goriilmistiir. Yan etki olarak bir dizi davranig degisikligini

gecici  hipersalivasyon
(ajitasyon, kendini agir1 timar etme, saklanma ve dénme),
kasinma, kafa sallama, uyusukluk, polidipsi, o6ksiiriik
ve ogiirme bildirilmistir. Uriiniin agizdan yutulmasi
hipersalivasyona, titremeye, kusmaya ve istah azalmasina
neden olabilir (Plumb, 2011; Bowman, 2014).

MILBEMISIN OKSIiM

Streptomyces hygroscopicus subsp. aureolakrimozis adli
bakterinin fermentasyon {iiriinii olan bu bilesik, ivermektin
ile yapisal benzerliklere sahip olmasiin yani sira ayni
etki mekanizmasi ile de galismaktadir. Milbemisin igeren
¢igneme tableti kopek ve kedi igin kalp kurdu koruyucu

olarak, %0,1’lik otik soliisyonu ise kulak uyuzu i¢in
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geligtirilmistir.

Milbemisin oksim’in piyasada 0,5 mg/kg dozda
etken madde iceren tabletleri mevcuttur. Bu tabletler
kalp kurdundan korunmada ve A. caninum tedavisinde
ruhsatlidir. Képeklere her 30 giinde bir 0,5 mg/kg dozda
verilmesi kalp kurtlarini 6nlemede etkilidir (Grieve ve
ark., 1991). Aynm1 zamanda eriskin 7. canis, T. leonina
ve Trichuris vulpis’e etkilidir (Bowman ve ark., 1991;
Blagburn ve ark., 1992). Milbemisin oksim, D. immitis
mikrofilerlerini 6ldiirmesinin yani sira yeni mikrofiler
olusumunu da engellemektedir. Bu sebeple aylik rutin
uygulama yapilan yerlerde kopegin erigkin parazit tagima
ihtimaline kargin antijen testleri ile serolojik olarak kontrol
edilmesi tavsiye edilir (Lok ve Knight, 1995; AHS Canine
Guideline, 2020).

Milbemisin oksim amitraza direngli Demodex
canis ile enfekte kopeklerin tedavisinde etiket disi
60-90 giin boyunca 1-2 mg/kg dozda kullanildiginda
basarili sonug alinmistir (Mueller, 2012). Yasl kopekler,
tedaviden Once uzun siireli hastalik gecirmis olanlar ve
pododemodikozlu koépeklerde milbemisin tedavisinin
basar1 orani diistiktiir (Plumb, 2011).

Milbemisin oksimin etiket dis1 kullanimdan
birisi sarkoptik uyuz tedavisidir. Milbemisin oksim, 3-4
hafta boyunca haftada iki kez 2 mg/kg dozda oral yoldan
verildiginde uyuz etkenlerine oldukga etkilidir (Mueller,
2007). Milbemisin oksim, her 10 giinde bir 1 mg/kg dozda
oral yolla verildiginde nazal akara (P. caninum) karsi
etkilidir (Plumb, 2011).

Milbemisin oksim, 6zellikle MDR1 mutasyonu
olan kopekte P-glikoproteini inhibe eden herhangi bir
ilagla birlikte kullanilmamas: tavsiye edilir (Plumb,
2011). Tedavi dozunun 20 katinin, MDR1 mutasyonuna
sahip kopek irklarinda toksik etki gostermedigi bildirilmis
(Blagburn ve ark., 1989) olsa da norotoksisite riski
unutulmamalidir (Plumb, 2011). Sekiz haftalik yavrulara
2,5 mg/kg dozda oral yolla verildiginde ilk giin higbir
belirti yokken daha sonra titreme ve ataksi gelismistir
(Plumb, 2011).

Dolasimda ¢ok bulunan
takiben

sayida mikrofiler

baz1 kopeklere milbemisin uygulanmasini
gegici bir sok geligme ihtimali vardir. Milbemisin dort
haftaliktan kii¢iikk veya bir kg’dan daha hafif yavrularda
kullanmamalidir (Plumb, 2011). Ivermektine duyarli
kopeklerde, milbemisin oksim 5-10 mg/kg dozda ataksi,

salya artisi, midriasis, titreme ve letarji gelistirmistir
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(Merola ve Eubig, 2012).
Kedi

kulak akarinin tedavisi igin otik soliisyon mevcuttur.

icin milbemisin oksim’in tablet ve

Milbemisin oksim tabletleri kediler i¢in 2 mg/kg dozda
formiile edilmistir. Kalp kurdunun 6nlenmesi amaciyla,
A. tubaeforme ve T. cati tedavisinde kullanilir. %0,1’lik
milbemisin oksim sollisyonu sekiz haftalik veya daha
biiyiik kedilerde O. cynotis tedavisi ig¢in onaylanmustir.
Kulak akarmin tiim yasam evrelerine karsi etkilidir
2014). haftadan
kiigiik kedilere ve 700 g’dan daha hafif yavrulara

(Bowman, Milbemisin oksim alt1

uygulanmamalidir (Plumb, 2011).

SELAMEKTIN
Selamektin, doramektinin yar1 sentetik modifikasyonu
ile hazirlanan bir endektosittir (Bishop ve ark., 2000).
Kopek ve kedide topikal yolla uygulanir. Deri yoluyla
uygulandiginda kanda kopekte 72, kedide 15 saatte pik
yapar. Kopekte yari omrii; deri yoluyla uygulandiginda
11,1 giin, oral yolla uygulandiginda ise 1,9 giin, kedide
deri yoluyla uygulandiginda 8,25 giin, oral yolla
uygulandiginda ise 1,1 gilindiir. Selamektin deri yoluyla
uygulandiginda kedide biyoyararlanimi daha yiiksektir
(kedide %72, kdpekte %4,4). Bu farkliligin sebebi kedinin
timar davranigi ve buna bagli oral yolla almasi olabilecegi
degerlendirilmektedir (Merola ve Eubig, 2018).
Selamektin topikal soliisyonu alti haftaliktan
biiyiikk kopek ve sekiz haftaliktan biiyiik kedi igin
kullanim1 onaylanmistir. Tavsiye edilen doz her 30 giinde
bir olacak sekilde minimum 6 mg/kg’dir (Merola ve
Eubig, 2012). Selamektinin kdpek ve kedilerde gebelik
esnasinda kullanimi giivenlidir (Wiebe ve Howard, 2009).
Selamektin topikal soliisyonu kopek ve kedilerde kalp
kurdunun 6nlenmesi, pire (C. felis) ve kulak akarmin (O.
cynotis) kontrolii i¢in onaylanmistir (Boy ve ark., 2000).
Kalp kurduna ait mikrofilerlere etkili degildir. Képeklerde
sarkoptik uyuz (Sarcoptes scabiei) ve Dermacentor
variabilis tedavisi ve kontrolii igin onaylanmistir
(Jernigan ve ark., 2000). Kedilerde ayrica kancali kurt (4.
tubaeforme) ve T. cati tedavisi ile bu parazitlerin kontrolii
i¢in endikedir. Avrupa’da selamektin képeklerde 7. canis,
kedilerde

tedavisi i¢in etiketlenmistir (Plumb, 2011).

Trichodectes canis, Felicola subrostratus

Selamektin, kedide A. abstrusus tedavisinde
etiket dis1 kullanildiginda tedavi basarisi diisiik kalmigtir.
Diger etiket dis1 uygulamalar1 kdpekte P. caninum, kopek,
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kedi ve tavsanda Cheyletiella spp. enfestasyonu, kedilerde
hasat akarlart (Neotrombicula autumnalis) tedavisidir
(Plumb, 2011; Bowman, 2014). Selamektin, demodektik
uyuz tedavisinde topikal olarak etkili olmamistir (Plumb,
2011; Bowman, 2014).

Selamektin, potansiyel akarisidal ve inseksidial
etkiye sahip sarolaner (isoxazoline) ile kombine iiriinler
de piyasada bulunmaktadir (Little ve Otranto, 2019).

Selamektin ~ konsantre  formda  piyasada
bulunmadigindan doz asimina nadiren rastlanir (Merola
ve Eubig, 2012). MDRI1 mutasyonu olan kdpeklerde
nispeten daha giivenli kullanilabilir, ancak 15 mg/kg’dan
daha yiiksek dozda oral uygulanmasi duyarli képeklerde
baz1 norolojik toksisite belirtileri olusturmustur (Geyer
ve Janko, 2012). Selamektinin P-gp ile etkilesime giren
ilaglarla birlikte kullanimdan kaginilmalidir. Kd&pekte
toksikasyon belirtileri arasinda kusma, salya akmasi,
oglirme, dudaklarin yalanmasi, uyusukluk, ajitasyon,
anoreksi ve ataksi bulunur (Merola ve Eubig, 2012).
Kedilerin yaklasik %1’inde uygulama alaninda gegici,
lokalize bir alopesi gozlenmistir. Bildirilen diger yan
etkiler arasinda diyare, kusma, kas titremeleri, anoreksi,
kasinti/tirtiker, eritem, uyusukluk, salivasyon ve tasipne

yer alir.

DORAMEKTIN

Doramektinin ruminant i¢in enjektabl formu (10 mg/ml)
ve sigir i¢in dokme (5 mg/ml) formu bulunur. Kopekte
oral uygulandiginda iki saatte, deri alti uygulandiginda
ise 1,4 giinde kanda pik seviyeye ulasir, yar1 6mrii 3-3,7
giindiir (Merola ve Eubig, 2012).

Uretici firma inek ve domuz disindaki hayvan
tirlerinde kullanima karsi uyarida bulunmaktadir. Bu
bilesik kdpeklerde 6liim de dahil ciddi yan etkiler olusturur
(Plumb, 2011; Bowman, 2014). Buna ragmen enjeksiyon
formundaki doramektinin, kdpek ve kedide generalize
demodikoz tedavisinde 0,6 mg/kg dozda deri alti dort
hafta siireyle etiket dist kullamimi mevcuttur (Plumb,
2011). Kopekte generalize demodikoz igin 0,6 mg/kg’lik
bir oral doz tavsiye edilmistir. Kedide demodikoz igin
0,6 mg/kg dozda haftada bir deri alt1 yolla uygulanir. Bu
bilesigin etiket dis1 kullanimi; tedavide diger bilesiklerin
etkisiz kaldigi durumda, hastaligin olusturdugu risk
tedaviye bagli gelisecek riskten daha yiiksekse, hasta
sahibi uygulamaya bagli gelisebilecek muhtemel yan

etkiler hakkinda bilgilendirilmis ve onay alinmissa,
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uygulanacak kopekte MRD1 mutasyonu yoksa Onerilir
(Plumb, 2011; Bowman, 2014). Kopeklerde demodikoz
icin kullanildiginda yan etkiler nadirdir ancak gozbebegi
genislemesi, uyusukluk, korliik veya koma izlenebilir.
Sonug olarak; ML koépek ve kedilerde bazi
parazitlerinin tedavi ve kontroliinde ruhsatlandirilmstir.
Bunun yami sira bu bilesiklerin etiket digi kullanimi
da yaygindir. Etiket dist kullanimlarda hayvan sahibi
bilgilendirilmeli ve onay alindiktan sonra uygulanmalidir.
Etiket dis1 uygulama esnasinda, Ozellikle ruminantlar
i¢in gelistirilmig triinlerin kopek ve kedide kullanimina
bagli doz agim1 ve toksikasyon riski mevcuttur. Ozellikle
MDRI1

olmast muhtemel kopek irklarinda kullanilmasindan

ivermektinin mutasyonuna bagli  duyarli
kaginilmalidir. ML’larin P-gp ile tasinan diger ilaglarla
birlikte kullanimina da dikkat edilmelidir. Avermektin
grubu bilesikler arasinda kopek ve kediler ig¢in daha
giivenli olanlar 6ncelikle tercih edilmelidir.
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ABSTRACT. Vaccines are important in the control of the poultry diseases along
with biosecurity measures. Today, vector vaccines which have lots of advantages
compared to conventional vaccines stand out as a valuable alternative. In recombinant
vector vaccine technology, antigens of various pathogens are delivered to another
microorganism and the immune system of the vaccinated animal is stimulated by this
vector. Viruses are frequently used in development of vector vaccines and bacteria
or yeasts have also been preferred in some studies. For that purpose, viruses such as
fowlpox virus (FPV), herpesvirus of turkeys (HVT), Newcastle disease virus (NDV),
avian leukosis-sarcoma virus (ALSV) are selected as vectors. In addition to these
viruses, some bacteria including Salmonella and Campylobacter have been used in
some vaccine research. This review provides information on vector vaccines against
various infectious diseases of poultry.
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GIRIiS
Tarihi eski ¢aglara kadar uzanan, hasta bir kisiden etken
tastyan parcalarin alinip saglikli bir bireye aktarilmasiyla
yapilan, neticesinde kisinin hastaligi agir gegirmesini
ya da hayatini kaybetmesini Onleyen bir teknik olan
variolizasyon, modern asilarin bulunmasinda atilan ilk
adim olarak kabul edilebilir. En eski kayitlara gore on
besinci yiizyilldan 6nce Cin ve Hindistan’da uygulanan
bu yéntem, Ipekyolu iizerinden énce Osmanl Devleti’ne,
buradan da Ingiltere’ye kadar ulasmis, her ne kadar tam
bir care olmamigsa da yapilan denemelerin hastaliga kars1
korumada basarili oldugu bildirilmistir. Bu ¢aligmalarla
birlikte mikrobiyoloji ve immiinoloji konularindaki bilgi
eksiklerine ragmen ag1 kavrami ortaya ¢gikmaya baslamistir
(Tizard, 2020).

Edward 1796 yilinda yaptigi

denemeler ile ¢icek virlisii lizerindeki g¢alismalarinin

Jenner’in

basariya ulasmasi, 19. ylizyilda ise Louis Pasteur’iin
tavuk kolerasi, antraks ve kuduz gibi hastaliklara karsi
astlar gelistirmesiyle birlikte asilar, insan sagliginda
oldugu kadar hayvan saglig1 agisindan da biiyiik bir Snem
kazanmaya baglamistir. Zaman i¢inde gelisen teknoloji ve
bulunan farkli teknikler ile giinlimiize kadar ¢esitli tiplerde
agtlar gelistirilmis, bunlar sayesinde kimi hastaliklar
eradike edilmis, pek cogu ise 6nlenebilir bir hale gelmistir.
Boylelikle asilar hem beseri hem de veteriner tipta
hastaliklardan korunma konusunda en mithim araglardan
biri olmustur (André, 2003; Shams, 2005; Tizard, 2020).
Hayvanlarla direkt

temas ya da besinler

araciligiyla zoonoz etkenlerin insanlara bulagma
riski ve c¢iftlik hayvanlar1 ile kiimes hayvanlarinin
ekonomik degerleri gbz oniine alindiginda, hastaliklarin
yayilmasinin engellenmesi, insan ve hayvan sagligi icin
olduk¢a onemlidir. Bu amagla, hayvanlarda hastaliklara
kars1 aktif bagisiklig1 saglayan, giivenli ve etkili asilar,
diger korunma yontemleri arasinda one ¢ikmaktadir.
Kanatli hayvanlarda ve ozellikle tavuklarda yetistirme
tiplerine bagl olarak farkli asilarin kullanimi ile asilama
programlari olusturulmus ve bu programlarin uygulanmasi
ile saglikli ve yiiksek performansli siiriilerin yetistirilmesi
mimkiin olmustur. Bu derlemede, kanatlilarda son
yillarda kullanimi artan rekombinant vektor asilar ve
bu asilarin kullanimu ile ilgili temel bilgilerin verilmesi

amagclanmistir.
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Gegmisten bu yana asilarin gelisimi incelendiginde
insan ile hayvan sagligimin birbiriyle baglantili oldugu,
hali hazirda kullanilan ya da lizerinde calisilan asilarin
da onemli bir kisminin zoonoz hastaliklar i¢in oldugu
goriilmektedir. Toplum sagligina olan riskleri en aza
indirmek i¢in ilk olarak hayvanlarin bu zararl etkenlerden
korunmast saglanmalidir, bunun i¢in de giliniimiizde
siklikla giivenligi ile etkinligi kanitlanmis olan asilar tercih
edilmektedir. Ayrica hayvansal iretim kapasitelerinin
artmastyla birlikte, ekonomiyi olumsuz etkileyen ve hizli
bulagan hastaliklara karst da asilar gelistirilmekte ve bu
asilarin performansa etkisi de izlenmektedir (Shams,
2005; Liitticken ve ark., 2007).

Temel olarak asilar, konvansiyonel ve gelecek
nesil agilar olmak iizere ikiye ayrilir. Geleneksel asilar
olarak da bilinen konvansiyonel asilar i¢inde yer alan
canli ve inaktif asilar, glincel olarak kullanilan lisansh
veteriner asilarinin biiyiik bir kismini1 olusturur. Canli
agilar atteniie edilmis canli mikroorganizmalar igerirken
Bakteri

toksinlerine karst kullanilan toksoid asilar ve hastaliklara

inaktif asilarda Olii patojenler kullanilir.

neden olan mikroorganizmalardaki sadece antijenik
kisimlar1 barindiran subunit asilar da konvansiyonel asilar
kategorisi i¢inde bulunmaktadir (Arda ve Sareyyiipoglu,
2004).

Bu kategorideki asilarin hastaliklara karsi
korumada etkili olmalarinin yaninda degisen iiretim
stireclerine de uygun olmasi olduk¢a 6nemlidir. Canli
astlarin toplu kullanimi (sprey, igme suyu asilamalari
gibi), siiri bagisikligryla birlikte bireysel bagisikligin
izlenmesini ve hastalik gergeklestiginde tiim bireylerin
korunmasini saglayacak sekilde asilama programlariin
diizenlenmesini zorunlu kilmaktadir. Diger yandan canli
asilar i¢inde bulunan ateniie edilmis mikroorganizmalarin
tekrar patojenik forma doniisebilme potansiyelinin
bulunmasi bu asilarin 6nemli dezavantajlarindan biridir.
Sahada yapilan teshis islemlerinde hayvanlarda saptanan
mikroorganizmanin as1 susu ya da saha susu olup
olmadigmin ayirt edilmesinde de zorluklar yasanmaktadir
(Hanley, 2011; Lupini ve ark., 2011).

Canli asilardaki giivenlik sorunu, inaktif agilarin
giivenli olmalarina ragmen koruyuculuklarinin daha diisiik
ve koruyuculuklarinin daha kisa siireli olmasi, toksoid
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ve subunit asilarin da benzer sekilde daha diisiik immiin
yanit saglamasi gibi nedenler, daha etkili ve giivenli agilar
gelistirilmesi ihtiyacini ortaya ¢ikarmistir. Biyoteknoloji,
immiinoloji, molekiiler biyoloji ve genetik gibi alanlarla
birlikte as1 teknolojilerindeki gelismeler sonucunda
yeni nesil agilar olarak da bilinen biyoteknolojik asilar
gelistirilmis, son yillarda bu tipteki asilar tzerinde
calismalar yogunlagmistir (Biyiiktanir, 2010).

hastalik etkeni olan

Gelecek nesil asilar,

mikroorganizmalarin  genomlarinin  tamamint  degil,

yalnizca immiiniteyi uyaracak parcalarini igerirler.
Boylelikle canli asilardaki gibi enfeksiyon olusturma
riski bulunmaz, bu sebeple onlara gore daha giivenilir
olduklar1 sdylenebilir. Avantajlarinin yaninda gelistirme
asamalarinin daha kompleks ve pahali olmasi gibi
dezavantajlart da bulunan bu tipteki asilara rekombinant
subunit asilar, DNA asilari, marker asilar ve vektor asilar
ornek gosterilebilir (Bouazzaoui ve ark., 2021; Jafari ve
ark., 2022).

Rekombinant DNA teknolojisinin kullanildig:
asilarda patojen mikroorganizmadan sec¢ilen genetik
materyal bakteri, virus ya da maya gibi baska bir tasiyiciya
aktarilir. Vektor asilarda ise bakteri, virus, maya, plasmid
ya da bitki gibi vektorler baska patojenlere ait antijenleri
kodlayan genleri tasirlar. Rekombinant subunit asilarin
aksine bu asilarin gelistirme ve iretim agamalarinda
antijenlerin izole edilip saflagtirilmasina gerek yoktur ve

vektoriin kendisi as1 olarak kullanilabilir (Tizard, 2020).

VEKTOR ASILAR

Son yillarda hem insan hem de hayvan sagligina yonelik
siklikla ¢aligilan ag1 tiplerinden biri de vektor asilardir.
Bu yontem ile patojenlere ait antijenlerin ekspresyonu
boylelikle
bagisiklik sistemi uyarilir (Yamanouchi ve ark., 1998).

vektorler araciligiyla gerceklestirilir  ve
Canli asilara gore daha giivenli olmalari, tiretim ile
gelistirme siirecinin daha kisa siirmesi, hem hiicresel
hem de humoral yanit1 uyarmalari ve bu agidan 6zellikle
intraseliiler patojenlere karsi giiglii bagisiklik saglamalari
gibi pek ¢ok avantajlart bulunan vektor asilarin hayvan
saglig1 alaninda 6nemi giderek artmaktadir. Bu alandaki
asilarda vektor olarak genellikle poxvirus, adenovirus,
herpesvirus gibi DNA viriisleri, daha nadir olarak
Salmonella, Lactobacillus, Mycobacterium bovis gibi
bakteriler ya da bazi maya tiirleri kullanilmaktadir (Tizard,

2020).
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Viral vektorler genis

aktarilabilecegi biiylik bir genoma (130-230 kbp) sahip

arasinda, DNA pargalarinin
olan poxviriisler, bu aile i¢inde ise fowlpox, canarypox
ve vaccinia virus gibi tlirler 6n plana ¢ikmaktadir
(Moss, 2013). Bu vektorlerin humoral ve hiicresel yaniti
uyarabilmeleri, etkinliklerinin ve giivenliklerinin yiiksek
olmasi, adjuvan ihtiyacinin bulunmamasi, pek ¢ok farkli
sekilde uygulanabilmeleri gibi baska avantajlar1 da
bulunmaktadir (Rajasekaran ve ark., 2018).

KANATLI HAYVANLARDA
VEKTOR ASILAR
Veteriner asilari arasinda diger hayvanlarda oldugu gibi

KULLANILAN

kanatli hayvanlara yonelik asilarda da rekombinant as1
teknolojisi ¢aligmalari son yillarda artis gostermektedir.
Biiyiik ekonomik kayiplara neden olan ve ayni zamanda
insan sagligi icin de riskler tasiyan avian influenza (Al)
ile Newcastle hastaligina (ND) yonelik vektor asilar ve
devam eden calismalar bulunmaktadir. Bunlarla birlikte
oldukg¢a bulasict olan, verim kayiplarinin yani sira
oliimlere sebebiyet veren enfeksiy6z bursal hastalik (IBD),
enfeksiy6z bronsitis (IB), enfeksiydz laringotrakeitis
(ILT), Marek hastaligit (MD) ve kanath cicegi gibi
hastaliklarin 6nlenmesinde de vektor as1 uygulamalari 6n
plana ¢ikmaktadir. Bu kategoride iiretilen asilarin biyiik
¢ogunlugunun giivenli ve hastaliktan korunma agisindan
etkili olduklar1 yapilan c¢aligmalar ile ortaya konmustur
(Romanutti ve ark., 2020; Hein ve ark., 2021).

Bu tip asilarin en Onemli dezavantaji ise
vektore kargt maternal antikor bulunmasi durumunda, bu
antikorlarin olugacak immiin yanita miidahale edip agimnin
etkinligini azaltmasi olasiligidir. Bu olay hakkinda farkl
calismalar bulunmakta ve bunlar da farkli disiinceler
ortaya koymaktadir. Bu diisiincelerden biri olan epitop
maskelemesi, asilamadan sonra maternal antikorlarin
antijen iizerindeki spesifik epitoplara baglanip antijeni
ortmesi ve B lenfositler tarafindan taninmasini 6nlemesi
ile gerceklesmekte olup bu durum, asilarin etkinligini
azaltan sebeplerden biri olarak goériilmektedir. Bir baska
goriise gore ise as1 antijeni maternal antikor ile B hiicre
reseptoriine baglanirken, maternal antikor da antijenle
birlikte B hiicre aktivasyonunu engelleyen bir Fc reseptorii
olan FcyRIIB’ye baglanmaktadir. Bu ¢apraz baglantinin
negatif bir sinyal olusturmasi sonucu B hiicre aktivasyonu
ile antikor olusumu engellenmektedir. Bu durumda

asilama zamani, antikor titresi ve maternal antikor
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miktarmin etkili oldugu da géz 6niinde bulundurulmalidir
(Niewiesk, 2014).

Tavuk Cicegi Viriisii (FPV)

Kanatli hayvan hastaliklarina karsi vektor asilarda,
piyasaya sunulan ilk asida tavuk ¢icegi virlisii olarak da
bilinen fowlpox virus (FPV) vektor olarak kullanilmis
ve bu virusa, Newecastle hastaligina neden olan viriisiin
hemagglutinin néraminidaz (HN) ve fiizyon (F) genleri
eklenerek elde edilmistir (Jackwood, 1999). Bu asiyla
birlikte, HN ve F genleri nétralize edici antikorlarin
salinmasini uyarirken ayni anda hem Newcastle hastaligi
viriisiine (NDV) hem de tavuk ¢igegi viriisiine kargt immiin
yanit gelisir. Tavuk ¢igegi viriisiiniin deride, Newcastle
hastalig1 viriistiniin ise iist solunum yollarinda ¢ogalmasi
sebebiyle solunum sisteminde bir hastalik olusmasi riski
yoktur ve bu durum, bu asilarin en 6nemli avantajlarindan
biridir (Tizard, 2020).

Genel olarak rekombinant FPV asilarinda zarfli
viriislere kars1 gelistirilen asilarin, zarfsiz viriisler icin
gelistirilen agilardan daha basarili oldugu, bu durumun
sebebinin de humoral immiiniteyi uyarma sekillerinde
goriilen farkliliklar oldugu saptanmistir. Yine de asilarin
basariya ulagmasinda asil olarak antijen secimi ile
hastaligin patogenezi 6nem tasimaktadir (Skinner ve ark.,
2005).

Diinyada pek ¢ok tilkede lisansli olarak kullanilan
avian influenzaya yonelik FPV vektorli bir asida,
tavuk c¢igegi virlisiine avian influenza viriisiiniin (AIV)
H5 alt tipine ait hemagglutinin (HA) geni eklenmistir.
Avian influenza ya da tavuk cicegine karsi maternal
antikorlarin varliginin aginin etkinligini azaltmamasinin
yaninda, bir glinlik hayvanlara uygulanan tek doz
as1 erken koruma saglamakta, adjuvana bagli kalinti
problemi de olusturmamaktadir. Diger yandan, yapilan
calismalar FPV’ye karsi aktif bagisiklik gelistirmis olan
hayvanlarda asinin etkinliginin diistigiinii gostermistir,
bu nedenle asinin kanatli ¢igegi hastaligini gegirmis ya
da daha 6nceden bu hastaliga karsi asilanmis hayvanlarda
kullanim1 uygun bulunmamaktadir (Bublot ve ark., 2006).

Giintimiizde kullanimi yaygin olsa da ILT’ye
yonelik canli agilarin, asisiz hayvanlara virus sagilimina,
virulans artigina neden olmak gibi istenmeyen durumlara
yol agma olasiligi bulundugundan bu asilarin yaninda
baska bir segenek olarak rekombinant asilara yonelinmis

ve bunun i¢in FPV’nin vektor olarak kullanildigt asilar
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iizerinde de ¢alisilmistir. Bununigintavuk ¢igegi viriisiiniin,
enfeksiy6z laringotrakeitis viriisindan (ILTV) alinan
ve herpesvirus kaynakli hastaliklara karsi bagisiklikta
onemli bir rol oynayan glikoprotein B’yi eksprese etmesi
saglanmistir. Denemelerin sonucunda SPF tavuklarda ve
ticari siiriilerde yiiksek bir koruma saglanirken mortalite
engellenmis, konvansiyonel asilardaki olumsuz yanlar da

onlenmistir (Tong ve ark., 2001).

Hindi Herpesviriisii (HVT)
Kanatl

rekombinant asilarda vektor olarak siklikla kullanilan bir

hayvan hastaliklarina  yonelik  gelistirilen
baska virus ise Marek hastalig1 viriisii serotip 3 (MDV-
3) olarak da bilinen hindi herpesviriisidur (HVT).
Simdiye kadar NDV, AIV, MDV ve ILTV’ye ait genler bu
viriisiin genomuna aktarilarak vektorler olusturulmustur
(Jackwood, 1999). Bu tipteki asilarin, tek bir asilama ile
yasam boyu Marek hastaligina kars1 koruma saglamasi ve
konaklar1 arasinda sadece kanatli hayvanlar bulunmasi
sebebiyle oldukga giivenli sayilmalari gibi avantajlar
bulunmaktadir (Sonoda ve ark., 2000).

Enfeksiydz laringotrakeitis  viriisiine  karsi
gelistirilen asilarda, bu virusa ait glikoprotein D,
glikoprotein I veya glikoprotein B genlerinin HVT ye
aktarilmasi tercih edilmis, yapilan c¢aligmalar sonucunda
bu asilarin uygulandigt hem SPF tavuklarin hem de
ticari stiriilerin biiylik bir kisminin, ILTV ile karsilagsmasi
durumunda semptom gostermedikleri gozlenmistir (Esaki
ve ark., 2013). Bu asilar, in ovo uygulama yapilabilmesi,
hastalik olusturmadan immiin sistemi uyarabilmeleri,
diger asilara gilivenli bir alternatif olmalart sebebiyle
son yillarda ozellikle broiler, yumurtaci ve damizlik
siklikla edilmektedir.

sonrasinda, vektor agmin replikasyonunun disiik olmasi

isletmelerde tercih Asilama
durumunda yeterli ILTV ekspresyonunun olmamasi ve
diistik diizeyde bagisiklik/koruma sekillenebilir (Gimeno
ve ark., 2011).
Konvansiyonel NDV

gelistirilmis rekombinant agilardan biri de NDV’nin

asilara ilave olarak
hemagglutinin néraminidaz ve fiizyon genini eksprese
eden HVT ile elde edilen vektor asilardir. Bu asilarin
uygulanmasindan iki hafta kadar sonra NDV’ye maruz
kaldiklarinda asinin hayvanlarin tamaminda koruma
1996).

Yalnizca hindilerin kullanildigi bir baska ¢aligmada

sagladigr tespit edilmistir (Heckert ve ark.,

ise NDV’nin sadece fiizyon geni HVT’ye aktarilmis,
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yapilan asilama sonucunda hic¢bir hayvanda semptomlara
rastlanmamasinin yaninda viriisiin sa¢ilimi1 da azalmistir
(El Khantour ve ark., 2017).

HVT’nin vektor olarak kullanildigi AIV’ye
yonelik asilardan birinde bakteriyel yapay kromozom
teknolojisi kullamilmig ve HVT’nin bakteriyel yapay
kromozom (BAC) klonunun H7N1 susundan alinan
hemagglutinin genini eksprese etmesi saglanmistir. Bu
asmin H7N1 viriisiiyle birlikte Marek hastaligina karsi da
koruma saglamakta oldugu yapilan denemeler sonucunda
goriilmistiir. Asili tavuklarda yalnizca HA proteinine karsi
antikor olusacagindan ve yapilan ¢aligmada bu tavuklarda
niikleoproteine (NP) yonelik antikora rastlanmamasindan
bu asmin ayni zamanda DIVA as1 olarak da kullanilma
potansiyeline sahip oldugu anlasilmaktadir (Li ve ark.,
2011).

Enfeksiydz bursal hastaliga yonelik asilarda da
HVT vektor olarak kullanilmig, bunun igin gelistirilen
ilk asida enfeksiy6z bursal hastalik viriisiiniin (IBDV)
VP2 geni HVT nin genomunda bulunan US7 lokusuna
eklenmisti. Fakat bu as1 Marek hastaligina karsi yeterince
koruma saglamadig1 icin ticari olarak iiretilmemistir.
Sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda Faragher 52/70,
Delaware varyant E gibi farkli IBD suslarina ait VP2 geni
HVT’nin genomundaki farkli lokuslara eklenerek tiirlii
astlar gelistirilmis, bunlardan bazilar1 lisans kazanarak
tiretilmeye ve satilmaya baglanmistir. Yapilan ¢alismalarda
bu agilarin Marek hastaligiyla birlikte enfeksiydz bursal
hastaliga karsi korumada basarilt ve son derece giivenli
oldugu ortaya konmustur. Diger yandan asilarin etkisinin
uzun sirdiigi, yiiksek maternal antikorlarin varligindan
etkilenmedigi ve hem humoral hem de hiicresel bagisiklig
Canli

karsilagtirildigt bir calismada ise hayvanlarin virusa

uyardigi gorilmistiir. agilarla vektor asilarin
maruz birakilmasi durumunda, bursa fabricius histolojik
olarak incelendiginde vektdr as1 verilen hayvanlarda daha
az lezyon bulundugu saptanmistir (Bublot ve ark., 2007;
Prandini ve ark., 2016; Hein ve ark., 2021).

HVT’nin vektor olarak kullanildigi asilardan
bazilariise enfeksiydz bursal hastaligin yaninda enfeksiy6z
laringotrakeitis ya da Newcastle hastalifina da karsi
koruma saglayan kombine asilar seklinde hazirlanmistir.
Bu sekilde hazirlanan asilarin kullanildigi bir ¢aligmada
HVT vektoriine NDV’nin F geni ile IBDV’nin VP2 geni
eklenen vektor asilar broiler tavuklara in ovo, yumurtaci

tavuklara deri alt1 uygulanmis ve sonrasinda hayvanlar
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farkls

hastalig1 viriisii ve enfeksiydz bursal hastalik viriisiine

giinlerde Marek hastaligi viriisii, Newcastle
maruz birakilmigtir. Caligmanin neticesinde, fazla doz
verilen hayvanlar da dahil olmak iizere hi¢bir hayvanda
yan etkiye rastlanmamis olmasi asinin giivenli oldugunu
gostermigtir. Bununla birlikte asinin maternal antikor
varligindan etkilenmedigi ve ii¢ viriise karsi da koruma
sagladig1 saptanmistir (Van Hulten ve ark., 2021).

Benzer sekilde HVT vektort ile birden fazla
hastaliga kars1 gelistirilen asmin denendigi baska bir
calismada ise HVT’nin US2 boélgesine, ILTV’nin gD
ve gl genleri ile NDV’nin F genini i¢eren bir plasmidin
eklenmesiyle elde edilen bir vektor ast kullanilmistir. Bu
as1 18 giinliik yumurtalar ile bir giinliik civcivlere sirasiyla
in ovo ve deri alti uygulandiktan sonra hayvanlar farkli
zamanlarda ILTV, NDV ve MDV’ye maruz birakilmistir.
Calismanin neticesinde higbir hayvanda yan etki ya
da Marek hastaliginda goriilen lezyonlar saptanmamis
olmasi agmin giivenligi oldugunu gostermistir. Tek doz
as1 uygulanan hayvanlarda her ii¢ hastaliga kars1 da
bagisiklik gelistigi goriilmiis olup maternal antikorlarin
ast etkinligine olan etkisi g¢alismada incelenmemistir
(Gergen ve ark., 2019).

Newcastle Hastalig1 Viriisii (NDV)

Genomunun degistirilmesinin veya klonlanabilmesinin
kolay olmasi, yapisinda baska viriislere ait genlerin stabil
sekilde bulunabilmesi, humoral ve hiicresel bagisiklig
NDV’yi

viral bir vektdr olarak on plana ¢ikarmaktadir. Inek,

uyarabilmesi gibi 6zelliklerinin  bulunmast
domuz, kedi, kopek gibi pek ¢ok hayvan tiiriinde goriilen
hastaliklar i¢in vektor olarak kullanilan NDV, tavuklarda
avian influenza, enfeksiydz bursal hastalik, enfeksiyoz
bronsitis ve enfeksiydz laringotrakeitis hastaliklarina,
hindilerde ise avian metapneumovirus enfeksiyonuna
karsi iiretilen asilarda vektor olarak kullanilmistir (Hu ve
ark., 2020).

Avian influenzaya yonelik asilarda, yiiksek
patojeniteli avian influenza viriislerinin (HPAIV) HS ve
H?7 alt tiplerine ait farkli suslardan alinan hemagglutinin
geni NDV’ye aktarilmistir. Bunlarin SPF tavuklardaki
uygulamalarinda hayvanlarin hem HPAIV hem de NDV’ye
karst korundugu tespit edilmistir ancak saha sartlarinda
ylksek immiiniteyi saglamak i¢in birden fazla asilama
yapilmasi da siklikla karsilasilan bir durum olarak dikkati

¢ekmistir. Bu islem sonraki nesilde maternal antikorlarin
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yiiksek olmasini saglamayr amaglasa da maternal
antikorlarin varligi AIV ve NDV’ye karsi zayif antikor
yaniti gozlenmesine de neden olabilmektedir ve bunu
engellemek icin kimerik NDV vektor asilari gelistirilmistir
(Choi, 2017).

néraminidaz ve fiizyon proteinlerinin ektodomainlerini,

Bu asilar NDV’nin hemagglutinin
avian paramyxovirus serotip 2’ninkilerle degistirilerek
olusturulmustur ve yapilan ¢alismalar bu asilarin, NDV
ile capraz reaksiyona girmeden geng tavuklarda maternal
antikorlarin  yiiksek derecede bulundugu doénemde
hastaliga kars1 giivenli bir sekilde koruma sagladigini
gostermektedir (Kim ve ark., 2017; Liu ve ark., 2018).

Kanatli hayvanlar i¢in 6zellikle ekonomik agidan
onem arz eden hastaliklardan bir digeri olan enfeksiydz
bursal hastaliga yonelik de farkli tiirlerde asilar
gelistirilmistir. Bu hastalik i¢in uygulanan canli atteniie
agilarin etkili olmalarinin yani sira geng tavuklarda ciddi
yan etkilere neden olabilmesi, ayni zamanda maternal
antikor engelini asamamasi gibi sebeplerden &tiirii baska
alternatiflere yonelme ihtiyaci duyulmustur. Ayni zamanda
virulansi artmis yeni antijenik varyant ve suslarin ortaya
c¢tkmasinda da canli as1 kullaniminin katkisi oldugu
da disiiniilmektedir. Bu nedenle, bir alternatif olarak
gelistirilen vektor asilarda IBDV’den alinan VP2 geni,
NDV’nin LaSota susunun genomuna eklenmis, yapilan
denemeler sonucunda asinin gen¢ hayvanlarda daha
giivenli bir koruma sagladigi ve SPF tavuklart da NDV
ile IBDV enfeksiyonlarma kars1 korudugu saptanmistir
(Huang ve ark., 2004; Choi, 2017).

Ozellikle
etkileyen

bobrekleri

bronsitisin

solunum sistemi ile

tirleri  bulunan  enfeksiy6z
giiniimiizde kullanilan canli asilarinin, saha suslariyla
rekombinasyonlart sonucu yeni varyantlarin olusmasi
riskinin yaninda canli NDV asilariyla ¢akismalar1 ve
etkinliklerinin azalmasi durumlari bulunmaktadir. Bu
nedenle gelistirilen vektdr asida NDV’nin LaSota susuna
IBV’nin Massachusetts susunun S2 geni aktarilmis ve bu
astyla yapilan ¢alismada aginin hastaliga karst korumada
etkili oldugu gorilmiistiir (Toro ve ark., 2014; Choi,
2017).

Solunum sisteminde hastalik olusturan bir baska
etken olan enfeksiydz laringotrakeitis virlisiine yonelik
canli asilarda, hayvanlar arasindaki gecislerde virulans
kazanma ve latent enfeksiyonlara neden olma olasiliklari
bulunmaktadir ve bu durum daha giivenli asilar {izerinde

calisilmasi ihtiyacini dogurmustur. Bu dogrultuda yapilan
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¢alismada NDV’nin LaSota susuna ILTV’nin immiinitede
rol alan ii¢ 6nemli yiizey glikoproteinleri olan gB, gC ve
gD’nin genleri ayr1 ayr1 ve kombine sekillerde aktariimistir.
Yapilan denemelerin neticesinde gB igeren as1 ile
asilanan hayvanlarda hastaligin siddetinin diismedigi ve
virtislerin replikasyonuna bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir.
Buna kargin rNDV gC ya da multivalan asi ile asilanan
hayvanlarda kismi koruma ile virlis replikasyonunda
diisiis ve INDV gD ile asilamada ise tam bir koruma elde
edildigi saptanmustir. Bu nedenle gD ile olusturulan vektor
asilarm kullaniminin bu iki hastalig1 kars1 korunmada en
etkili ve giivenli oldugu diistiniilmektedir (Basavarajappa
ve ark., 2014).

Avian Lokozis Sarkoma Viriisii (ALSV)

Bu gruptaki asilardan biri, Retroviridae ailesinden
Alpharetrovirus cinsine ait bir tiir olan avian lokozis
sarkoma viriisiine (ALSV), Newcastle hastalig1 viriisiiniin
hemagglutinin néraminidaz ve fosfoprotein (P) genleri
aktarilarak elde edilmistir. Bu aginin denendigi ¢alismanin
sonucunda, HN geni bulunan retroviriisiin verildigi
tavuklarda diigiik de olsa tespit edilecek diizeyde bir immiin
yanit gelistigi ve bu hayvanlarin NDV ile karsilastiriimasi
sonucunda hastaliktan korunduklar1 gozlenmistir. Diger
yandan P geni ig¢eren retroviriisiin verildigi hayvanlarda
ise NDV ile karsilagma sonucunda asilama yapilmayan
ya da NDV geni icermeyen retrovirus verilmis hayvanlara
gore daha erken ve daha siddetli enfeksiyon goriilmiistiir.
Tiirlii tahminler olsa da bu durumu arastirmacilar kesin
bir sekilde agiklayamamislardir (Morrison ve ark., 1990).
Ayni tiirdeki bir viriistin kullanildigi bir bagka calismada,
bu kez avian 16kozis viriisiine avian influenza viriisiiniin
H7N7 susuna ait bir hemagglutinin geni aktarilmistir. Bu
genin se¢ilmesinin nedeni ise bu genin, virus adsorbsiyonu
boylelikle de

antikorlarin stimiilasyonuna aracilik eden bir glikoproteini

ve penetrasyonuna, nétralize  edici
kodluyor olmasidir. Bu deneme sonucunda serumda
hemaglutinasyon inhibisyon (HI) ve notralize edici
antikor seviyeleri inaktif influenza asilarinin kullaniminda
goriilen degerden ¢ok daha diisiik bulunmus olsa da asinin
AT H7N7’ye kars1 koruma sagladigi gériilmiistiir (Hunt ve

ark., 1988).

Diger Viral Vektorler
Siklikla tizerinde ¢alisilan  vektorler haricinde de

heniiz lisanst bulunmayan lakin bazi ¢aligmalara konu
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olan viral vektorler de bulunmaktadir. Bunlardan biri
Rhabdoviridae ailesine ait bir tiir olan vezikiiler stomatit
virtisiidiir (VSV). Bu viriis, kanath hayvanlara oldugu
kadar insanlarda da saglik agisindan risk olusturan
avian influenza virlisiinin HS5 ve H7 alt tiplerine
yonelik asilarda vektor olarak kullanilmig, bu viriisten
silinen G geni yerine H5 suslarindan hemagglutinin, H7
suslarindan ise hemagglutinin ve niikleoprotein genleri
yerlestirilmistir. Yapilan denemelerde uygulanan tek bir
doz as1 ile HSN1’e kars1 tam bir koruma saglanmasinin
yaninda viriis sa¢ilimi1 da 6nlenmistir. Diger ¢aligmada ise
H7N1’e yonelik ilk asilamadan ii¢ hafta sonra bir booster
asilama daha yapilmis ve bunun sonucunda hayvanlar
H7N1 ile karsilastiklarinda hastaliga dair higbir semptom
gostermemiglerdir. Bununla beraber viriisiin sagilmasinda
da asisiz hayvanlara gore azalma gdzlenmistir. Her iki as1
da serolojik incelemelerde hasta ile enfekte hayvanlarin
ayriminda kullanilabildigi i¢in DIVA as1 olma &zelligini
de tasimaktadir (Kalhoroa ve ark., 2009; Halbherr ve ark.,
2013).

Hem insan hem de hayvanlarda goriilen farkli
hastaliklardan korunmada vektor asilarda kullanildiktan
ve basarili sonuglar elde edildikten sonra enfeksiydz
bursal hastalik viriisiiniin vektér olarak potansiyeli
tizerinde durulmaya baglanmistir. Bunun i¢in NDV’nin
hemagglutinin ndraminidaz proteininin ndtralize edici
epitoplarint  kodlayan bir sekans IBDV vektoriiniin
genomundaki belli bdlgelere
sonucunda hayvanlarda IBDV’ye kars1 %70-80, NDV’ye
kars1 ise %50-60 koruma saglanmistir (Li ve ark., 2014).

eklenmistir.  Asilama

Bakteriyel Vektorler

Bir vektor olarak kullanildiklarinda, kolay tiretilebilmeleri,
oral yolla verilebilmeleri ve hiicresel immiin yanitla
birlikte humoral yaniti uyarabilmeleri gibi avantajlari
bulunan Salmonella cinsi bakteriler hem insan hem de
hayvan saghgma yonelik asilarda kullanilabilmektedir.
Bu konuda yapilan 6nemli ¢alismalardan biri de avian
influenzaya yonelik gelistirilen asilar {izerinedir. Bu
calismalardan birinde attenlie edilmis Salmonella
Enteritidis’in genomu AIV’nin M2e protein epitoplarini
eksprese edecek sekilde degistirilmistir. Bu asinin verildigi
tavuklar LPAI H7N2 ve HPAI H5N1’le karsilastiklarinda
morbiditede ve semptomlarin goriilme siiresinde diisiis
saptanmig olsa da HPAI’nin neden oldugu mortalitede

bir degisim olmamistir. Bu sebeple bu asmin daha ¢ok
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diisiik patojeniteli avian influenzaya yonelik bir as1 adayi
olabilecegi diisiiniilmektedir (Hargis ve ark., 2008).

Campylobacter bakterilerine bagli hastaliklar
biitlin diinyada ozellikle insan sagligimi tehdit eden
bir unsur olarak goriilmekte ve bu hastaliklarin oniine
geemek adina tavuklardaki Campylobacter enfeksiyonlari
engellenmeye ¢alisilmaktadir. Diger kontrol 6nlemleriyle
birlikte asilamanin da hastaliklarin  6nlenmesindeki
katkist etkisi biiyiiktiir, bu sebeple bu bakterilere yonelik
ast gelistirmek i¢in uzun yillar boyunca tiirli metotlar
denenmistir ancak kesin koruma saglayan ticari bir asi
heniiz gelistirilememistir.

Son zamanlarda atteniiec edilmis Salmonella
suslar1 vektor asi1 ¢aligmalarinda siklikla kullanilmis olsa
da bu c¢aligmalar arasinda tutarsizliklar bulunmaktadir.
Yapilandenemeleringogunda Salmonella Typhimurium’un
farkli suslari, daha az olarak Salmonella Enteritidis ve
C. jejuni’nin 6zellikle CjaA antijeni olmak {iizere, CjaC,
CjaD gibi ¢esitli antijenleri kullanilmistir. Her ne kadar
calismalarin sonuglar1 arasinda farkliliklar bulunsa da
bunlar arasinda basarili ag1 adaylart da bulunmaktadir
(Wyszynska ve ark., 2004; Layton ve ark., 2011; Kashoma
ve ark., 2019).

SONUC

Asilar, hastaliklara karsi korunmada iyi biyogiivenlik
uygulamalari ile igletmelerde alinacak diger 6nlemlerin
yaninda 6nemli bir yere sahiptir. Bu nedenle gelisen
teknolojiyle birlikte bu alanda yapilan caligmalar da
giderek artmakta, diinyanin ¢esitli bolgelerinde hayvanlari
oldugu kadar insanlar1 da tehdit eden hastalik etkenlerine
kars1 farkli korunma yontemleri aranmaktadir.

Hayvan sagligi konusunda konvansiyonel
asilarin kullanimi son derece yaygin olsa da son dénemde
gelisen teknolojilerin ve bilginin dogrultusunda gelistirilen
¢esitli hayvan tiirlerine yonelik vektor asilarin sayisi ve
kullanim1 her gegen giin artmaktadir.

Hem iilkemizde hem de diinya genelinde hala
siklikla goriilen, zoonoz olanlarin toplum sagligini tehdit
etme riski bulunan ve ekonomik kayiplara da sebep
olabilen kanatli hayvan hastaliklariyla miicadelede
asilar en 6nemli unsurlardan biridir. Giiniimiizde lisanslt
asilarin birgogu canli atteniie ya da inaktif agilar olsa da
rekombinant as1 teknolojisindeki gelismelerle birlikte
vektor agsilar da O6n plana ¢ikmaya baglamistir. Bu

agilar iizerindeki caligmalarin artmasiyla birlikte yakin
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gelecekte daha fazla vektor asinin kanatli isletmelerinde
kullanilacag1 6n goriilebilir ¢iinkii bu asilar hastaliklara
uzun dénemli koruma sagladiklar1 gibi iiretim siirecinde
kullanim kolayligt ve otomasyona elverisli olmast
(in ovo) gibi avantajlar1 vardir. Ayrica vektor asilarin
hiicresel immiin yanitla humoral immiin yanit1 birlikte
uyarmalari, adjuvan ihtiyacinin bulunmamasi, tekrarlayan
astlamalara olan ihtiyaci azaltmasi, hasta hayvanlari asili
hayvanlardan ayirmada kullanilan DIVA asis1 6zelligini
tastyabilmeleri gibi olumlu yonleri de bulunmaktadir.
Simdiye kadar yapilan caligmalarda ozellikle
avian influenza, Newcastle hastaligi, Marek hastaligi,
enfeksiydz laringotrakeitis, enfeksiydz bursal hastalik,
enfeksiydz brongitis gibi hastaliklarin etkenlerine ait
genlerin viral vektorlere aktarilmasiyla elde edilen asilarin
biiyiik oranda basariya ulastig1 ortaya konmaktadir. Ayni
patojenin farkli genlerinin yine ayni vektore aktarildigi
ya da ayn1 hastalik etkeninin genlerinin farkli vektdrlerde
eksprese edildigi c¢aligmalarda da sonuglarin paralel

oldugu goriilmektedir.
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