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Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors VII

Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi Yayim Kosullar:

1. Dergi, T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Etlik Veteri-
ner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirligii’niin hakemli,
bilimsel yayin organi olup, yilda iki defa yayimlanir. Derginin ki-
saltilmis ad1 “Etlik Vet Mikrobiyol Derg” dir.

2. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’nde veteriner hekimlik
alaninda yapilan, bagka bir yerde yayimlanmamis olan orijinal bi-
limsel arastirmalar, giincel derleme, gozlem, kisa bilimsel ¢aligma-
lar ve enstitiiden haberler yayimlanir. Derleme seklindeki yazilar;
orijinal olmasi, en son yenilikleri icermesi, klasik bilgilerin tekrari
olmamasi durumunda kabul edilir. Derlemeyi hazirlayan yazarin, o
konuda ulusal ya da uluslararas1 diizeyde orijinal yayin ve arastir-
malar yapmis olmasi kosulu aranir.

3. Tiirkge ve Ingilizce olarak hazirlanacak metinler 12 punto Times
New Roman yazi karakterinde, diiz metin olarak, ¢ift aralikli ve
kenarlarda 30 mm bosluk birakilarak, A4 formundaki beyaz kagida
yazilmalidir. Yazilarin tamamu, sekil ve tablolar dahil olmak iizere
orijinal bilimsel aragtirmalarda 16, derlemelerde 10, gézlemlerde 6
ve kisa bilimsel ¢alismalarda 4 sayfay1 gegmemelidir.

4.Microsoft Word formatindakimetinileenaz300dpi¢dziiniirliikteki
JPEG formatindaki resim/lerin tamami etlikvetmikrobiyolderg@
gmail.com e-posta adresine gonderilmelidir.

5. Tirkge orijinal ¢aligmalar konu bashgi, yazar/yazarlarin adlari,
adresleri, Tiirkge 6zet ve anahtar sozciikler, Ingilizce bashk, Ingi-
lizce 6zet ve anahtar sozciikler, giris, materyal ve metot, bulgular,
tartigma ve sonug, tesekkiir ve kaynaklar sirasi ile hazirlanmalidir.
Ingilizce orijinal caligmalar konu basligi, yazar/yazarlarm adlari,
adresleri, Ingilizce 6zet ve anahtar sozciikler, Tiirkce baslik, Tiirk-
¢e Ozet ve anahtar sozciikler, giris, materyal ve metot, bulgular,
tartigma ve sonug, tesekkiir ve kaynaklar seklinde hazirlanmalidir.
Kisa bilimsel ¢aligmalarin ve derlemelerin baslik ve 6zet boliimleri
orijinal ¢aligma formatinda, bundan sonraki boliimleri ise, derleme-
lerde; giris, metin ve kaynaklar seklinde, kisa bilimsel ¢caligmalarda
ise boliimlendirme yapilmadan hazirlanmalidir.

6. Orijinal ¢alismalar ve gozlemler asagidaki siraya gore diizenle-
nerek yazilmalidir.

Baslik, kisa, konu hakkinda bilgi verici olmali ve kii¢iik harflerle
yazilmalidir.

Yazar(lar)n, ad(lar) kii¢iik, soyad(lar)1 biiyiik harflerle yazilmali
ve unvan belirtilmemelidir.

Ozet, Tiirkge ve Ingilizce olarak, tek paragraf halinde ve en fazla
500 sozciik olmalidir.

Anahtar kelimeler, Tiirkiye Bilim Terimleri’nden segilmeli, alfa-
betik siraya gore yazilmali ve 5 sdzctigi gegmemelidir.

Giris, konu ile ilgili kisa literatiir bilgisi icermeli, son paragrafinda
caligmanin amaci vurgulanmali ve iki sayfay1 gegmemelidir.
Materyal ve Metot, ayrintiya girmeden, anlasilir bigimde yazilma-
lidir. Bagliklar kalin, alt basliklar italik yazi tipiyle belirtilmelidir.
Bulgular béliimiinde veriler, tekrarlama yapmadan agik bir sekilde
belirtilmelidir. Tablo bagliklar1 tablonun stiinde, sekil basliklar
ise seklin altinda belirtilmelidir.

Tartisma ve Sonu¢ boliimiinde, arastirmanin sonucunda elde edi-
len bulgular, diger arastiricilarin bulgulari ile karsilagtirilmali ve
literatiire olan katkisi kisaca belirtilmelidir.

Tesekkiir boliimii, gerekli goriiliiyorsa kaynaklardan hemen 6nce
belirtilmelidir.

Kaynaklar boliimiinde, kaynaklar listesi alfabetik ve kronolojik
olarak siralanmali ve numaralanmalidir. Metin igerisindeki kaynak,
yazar soyad1 yazilip sira numarast ile; ciimle sonunda ise sadece
sira numarasi ile koseli parantez igerisinde yazilmalidir. Ciimle
sonunda birden ¢ok kaynak belirtilecek ise kaynak numaralart kii-

¢likten biiylige dogru siralanmalidir. Metin igerisinde ikiden gok
yazarli kaynak kullanimlarinda ilk yazarin soyadi yazilmali diger
yazarlar ise “ve ark.” (Ingilizce metinlerde “et al.”) kisaltmas ile
belirtilmelidir. Dergi adlarinin kisaltilmasinda “Periodical Title
Abbreviations: By Abbreviation” son baskis1 esas alinmalidir. Kay-
naklar listesinde yazar(lar)in ayni yila ait birden fazla yaymi varsa,
yayin tarihinin yanina “a” ve “b” seklinde belirtilmelidir.

Kaynak yazimi ve siralamasi asagidaki gibi yapilmalidir;

Siireli Yayin:

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

Yazarh Kitap:

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

Editorlii Kitap:

Balows A, Hausler WJ, Herramann K1, eds., (1990). Manual of Clinical
Microbiology. Fifth edition. Washington DC: IRL Press, p.37.
Editorlii Kitapta Boliim:

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

Kongre Bildirileri:

Cetindag M, (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic trem-
atoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International Con-
gress of Parasitology (ICOPA VIII), October, 10-14, izmir-Turkey.
Tezler:

Aksoy E, (1997). Sigir Vebast hastaligimin histolojik ve immuno-
peroksidaz yontemle tanist iizerine ¢calismalar. Doktora Tezi, AU
Saglik Bilimleri Enstitiisti, Ankara.

Anonim:

Anonim, (2009). Contagious equine metritis. Erisim adresi: http://
www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdf, Erisim tarihi: 17.10.2009.
Peter AT (2009). Abortions in dairy cows. Erigsim adresi: http://
www.wcds.afns.ualberta.ca.htm, Erigim tarihi: 14.11.2009.
Yazisma adresi, ¢ok yazarli ¢aligmalarda yazisma adresi olarak
yazarlardan sadece birinin adi/soyadi, adresi ve e-posta adresi ¢a-
lismanin sonunda belirtilmelidir.

7. Latince cins ve tiir isimleri italik yaz tipi ile yazilmaldir. Tiim
olgiiler SI (Systeme Internationale)’ye gore verilmelidir.

8. Dergide yayimlanmak tizere gonderilen makaleler tim yazarlar
tarafindan imzalanan “Yaym Hakki Devri Sozlesmesi” ve basvu-
ruya iligkin bir dilekge ile birlikte gonderilmelidir. Yayimlanmasi
uygun goriilen ¢alismalar, istendiginde Yayim Komitesi’nin basima
iliskin karar1, yazar(lar)ina bildirilir.

9. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’nde yayimlanacak olan,
hayvan deneylerine dayal: bilimsel ¢alismalarda “Etik Kurul Onay1
Alinmustir” ifadesi aranir.

10. Gonderilen yazilarin basim diizeltmeleri orijinal metne gore ya-
pildigindan, yazilarin her tiirlii sorumlulugu yazarlara aittir.

11. Uriinlerin ticari adlar ile karsilastirilmalarina yénelik aragtir-
malar derginin ilgi kapsami digindadir.

12. Arastirmaya konu olan maddelerin ve iriinlerin ticari adlari
kullanilmamalidir.

13. Sayet varsa aragtirmanin desteklendigi kurum adi ve proje nu-
marasi belirtilmelidir.

14. Dergiye gonderilen yazilar gelis tarihine gore yayimlanir.

15. Yayimlanmayan yazilar, yazarina iade edilmez.
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VIl Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors

Journal of Etlik Veterinary Microbiology Publication Conditions

1. The Journal is a refereed, scientific publication of Republic of
Turkey Ministry of Food, Agriculture and Livestock, Directorate of
Etlik Veterinary Control Central Research Institute and is published
two issues in a year. The abbreviation of the journal is ““J Etlik Vet
Microbiol”.

2. In the Journal of Etlik Veterinary Microbiology, original research
articles, actual reviews, case reports, short communications on the
issue of veterinary medicine whose one part or whole have not been
published in any other place before, and news from the institute
are published. The review articles will be accepted only if they are
original, actual and not repeating the classical knowledge. The au-
thor of the review is asked to possess original publications or re-
searches on the subject at national or international levels.

3. Manuscripts that will be prepared in Turkish and English should
be typed as a full text, on A4 paper with 12 pt, in Times New Ro-
man typing character, double-spaced and with 30 mm space in both
sides of the paper. Manuscripts including figures and tables should
not exceed 16 pages for original research articles, 10 pages for re-
views, 6 pages for case reports and 4 pages for short communica-
tions.

4. Manuscript written in Microsoft Word format and figures in
JPEG format at minimum 300 dpi resolution should be submitted
to etlikvetmikrobiyolderg@gmail.com

5. Original research articles and case reports should include in fol-
lowing rank: title, name(s) of the author(s), their addresses, abstract
and key words in English, title, abstract and key words in Turkish,
introduction, material and method, findings, discussion and conclu-
sion, acknowledgements and references. In short communications
and reviews, divisions except summaries should be omitted.

6. Original research articles and case reports should be arranged
and composed as in the following.

Title should be brief, explanatory and written in small caps.
Explanation(s) about the study should be written as footnotes.
Author(s) should be mentioned by their names and surnames; their
surnames should be written in capital letters and author(s) title
should not be mentioned.

Summary should be in Turkish and English, single paragraph and
composed of at most about 500 words.

Key words must be selected from Medical Subject Headings,
should be written in alphabetical order and should not exceed 5
words.

Introduction not exceeding two pages should include a short re-
view of the literature related with the subject and in the end para-
graph; the aim of the study should be mentioned.

Material and Method should be written in an essential and com-
prehensible manner without getting into details. Subtopics should
be mentioned first in bold and after in italic type.

Findings should be shortly explained and data should not be re-
peated within the text. Legends should be indicated at the top of
each table, whereas should be indicated at the bottom of each figure
and print. Vertical lines are not allowed in tables.

Discussion and Conclusion must include the evaluation and com-
parison of results with other researchers’ findings. The study’s con-
tributions to the existing literature should also be explained briefly.
Acknowledgements must be indicated before references if neces-
sary.

References should be listed alphabetically and chronologically by
numbers. In the body of text, reference must be shown by author’s
surname and list number or only by list number within square pa-
renthesis. If there is more than one reference that refers to the same
issue, these should be arranged by smallest to biggest reference list

numbers at the end of sentence. If the reference is more than two
authors, the surname of the first author should be written and other
authors should be mentioned with the abbreviation of “et al.”. For
the abbreviation of journals, the latest edition of the “Periodical
Title Abbreviations: By Abbreviation” should be taken as basis. If
the author(s) have more than one publication within the same year,
besides the publication date, it should be mentioned as “a” and “b”
in the list of references.

The writing of the references and their alignment should be as in
the following examples.

For articles:

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

For books:

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

For edited books:

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

For chapter in edited books:

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

For congress papers:

Cetindag M, (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic trem-
atoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International Con-
gress of Parasitology (ICOPA VIII), October, 10-14, izmir-Turkey.
For dissertations:

Aksoy E, (1997). Sigir Vebasi hastaligimin histolojik ve Immuno-
peroksidaz yontemle tanist tizerine ¢alismalar. PhD Thesis, Ankara
University Institute of Health Sciences, Ankara.

Corresponding address, in multiple-author studies, as a corre-
spondence address, only one of the authors’ name/surname, address
and e-mail should be mentioned at the end.

7. Genus and species names in Latin should be written in italic. All
measures should be given according to the SI (Systeme Internatio-
nale) units.

8. The articles that are sent to be published in the journal should be
sent with a covering letter and “Publication Rights Transfer Agree-
ment” signed by all of the authors. The selected articles for the
publication, and if asked for, the decision of the editorial commit-
tee concerning the publication, are declared to the article’s author/
authors.

9. The wording of “Ethical Commission Permission is obtained”
should appear in scientific studies based on animal experiments,
which will be published in the Journal of Etlik Veterinary Micro-
biology.

10. As the edition of the sent articles are done in accordance with
the original text, all responsibility of the articles bear on the au-
thors.

11. Researches that aim at comparisons of the products with their
commercial names are out of the journal’s theme scope.

12. The trademarks of materials and products that are subject of the
research should not be mentioned.

13. If the research is supported by a foundation, name of the foun-
dation and project number must be mentioned.

14. The articles that are sent to the journal are published in line with
their coming date.

15. Unpublished papers are not returned to their author.
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Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors IX

Yayin Hakki Devri Sozlesmesi
Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi - Ankara

Asagida basligl bulunan ve yazarlari belirtilen makalenin tiim sorumlulugu Etlik Veteriner Mikrobiyoloji
Dergisi Yaym Komisyonu Baskanligi’na ulasincaya kadar yazar/larina aittir.

YAYIIIN QA1 ettt h et ettt a et bt bt e st et e e bt a e et b e bt ea b et bt st et et sbeententeerea

Asagida isim ve imzalar1 bulunan yazarlar; yaymlamak iizere gonderdikleri makalenin orijinal oldugunu,
daha Once baska bir dergiye yayinlanmak iizere génderilmedigini ve kismen ya da tamamen yayinlanma-
digini, gerekli diizeltmelerle birlikte her tiirlii yayin hakkinin, yazinin yayimlanmasindan sonra Etlik Vete-
riner Mikrobiyoloji Dergisi’ne devrettiklerini kabul ederler. Yayimlanmak iizere génderilen bu makalenin
tiim sorumlulugunu da yazar/lar {istlenmektedir.

Yukaridaki makalenin tiim haklar1 Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’ne devredilmistir.
Yazar ad/lar Imza Tarih

Copyright Release
Journal of Etlik Veterinary Microbiology Ankara - TURKEY

The undersigned authors release Journal of Etlik Veterinary Microbiology from all responsibility concern-
ing the manuscript entitled;

THEIE OF PAPET: .evieiiitieitie ettt ettt e e et e e tbeetbeetbeeebeetbeesaeesbeesbeesseasseasseesseessessbeesseasseasseessessseesseasss

Upon its submission to the publishing commission of the Journal of Etlik Veterinary Microbiology.

The undersigned author/s warrant that the article is original, is not under consideration by another journal,
has not been previously published or that if has been published in whole or in part, any permission neces-
sary to publish it in the above mentioned journal has been obtained and provided to the Journal of Etlik
Veterinary Microbiology. We sign for and accept responsibility for releasing this material.

Copyright to the above article is hereby transferred to the Journal of Etlik Veterinary Microbiology, effec-
tive upon acceptance for publication.

To be signed by all author/s

Authors names Signature Date
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Effect of Female Camel Urine on Different Testosterone Levels in Adult Male

Rats

Khogali M.E. Salwa', Abd Alla M. A. Dalia?, Elhassan AM 3, Ishraga G. Ibrahim’,
Esra M. Musa!, Samia H. Abdarahman'

!Central Veterinary Research Laboratories. Soba, Khartoum, Sudan
2University Of Khartoum, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Biochemistry
3AlribatUniversity, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmacognasy, Sudan

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

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

Key words: Camel urine, rat, testosterone

Disi Deve idrarmin Eriskin Erkek Ratlarda Farkh Testosteron Seviyelerine Etkisi

Ozet: Bu ¢alismada disi deve idrarinin erkek ratlarda anormal hormon seviyelerine etkisi ile total protein, globulin, al-
biimin ve canli agirlik artis1 degerlerindeki degisimin arastirilmast amaglandi. Yirmi dort eriskin Wistar albino rat; nor-
mal testosteron kontrol, tedavi edilmis kontrol, yiiksek serum testosteron ve diisiik serum testosteron olmak iizere dort
gruba ayrildi. Diisiik ve yiiksek testosteron seviyeleri 21 giin boyunca haftada iki kez testosteron enantat ve kursun ase-
tat enjeksiyonu ile saglandi. Enjeksiyonlar ile baslangi¢ seviyelerine ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli
testosteron seviyeleri elde edildi (P<0,01). Kontrol grubu harig tiim gruplara 21 giin boyunca oral olarak disi deve idrar1
verildi (2 ml/ 100 g viicut agirligt). Disi deve idrar1 diisiik ve yiiksek testosteron seviyelerine sahip gruplarda testosteron
seviyelerini normal serum seviyelerine diisiriirken, normal serum seviyesine sahip tedavi edilmis grupta idrar uygula-
masindan 7 giin sonra testosteron seviyesinde herhangi bir degisiklige yol agmadi. Tedavi edilmis tiim gruplarda tiglincii
haftada bir 6nceki haftaya kiyasla testosteron seviyelerinde istatistiksel olarak 6nemli artislar sekillendi (P<0,01). Total
protein, globulin ve albiimin seviyeleri idrar uygulamasindan 6nce ve sonra yiikseldi (P<0,05).

Anahtar kelimeler: Deve idrari, rat, testosteron
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Introduction

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

Testosterone is a more potent androgen that results
in miniaturization of hair follicle and changes the

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

Materials and Methods

Experimental Animals

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

Experimental Design

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

Dosing

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

Blood Samples

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

Hormonal Assay

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

Biochemical Analysis

Total protein and albumin were determined accord-
ing to Friedman and Young, [7]. Using Biuret re-
agent kit and Bromocresol green.

Globulin values were calculated by subtracting the
values of albumin from the corresponding values of
total protein [1].

Statistical Analysis

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

Results

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

mT0

mTl
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a
HighT Normal T LowT Control
e TO = testosterone level before camel urine treatment.
e TI1 = total means of testosterone level after camel urine treatment.
e Columns in the same group contain different letters are
significantly different.

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

a

uTPO
miP1

© = N W B UV O N ®

HighT Normal T LowT Control

e TP 0 = Total protein level before camel urine treatment.

e TP 1 = Total means of total protein level after camel urine
treatment.

e Columns in the same group contain different letters are
significantly different.

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

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

3 i ST N\

LowT Control

Normal T

alb 0 = albumin level before camel urine treatment.

e alb 1 = Total means of albumin level after camel urine treatment.
Columns in the same group contain different letters are
significantly different.

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

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

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

GO

mG1

HighT

Normal T LowT Control

e G 0 = Globulin level before camel urine treatment.
e G 1 = Total means of globulin level after camel urine treatment.

e Columns in the same group contain different letters are
significantly different.

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

Discussion and Conclusion

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

Oral administration of female camel urine for
three weeks resulted in transient lowering on the
high testosterone level, gradual increase in the low
testosterone level while the group of normal level
was not affected by FCU administration. All groups
treated by FCU showed significant increase in total
protein, globulin and rats body weight. This study
concluded that camel urine can rectify and regulate
serum testosterone level, increase protein synthesis
and support the body immunity.
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Abstract: In this study, a total of 228 adult ticks were collected from twelve tortoises between 07.05.2007 and 08.07.2008
in [zmir and Aydin, Turkey. All ticks were identified as Hyalomma aegyptium. The proportion of adult ticks collected
from Izmir and Aydin provinces were 60,08% (n=137) and 39,92% (n=91), respectively.

Key words: Hyalomma aegyptium, ticks, tortoise, Turkey

izmir ve Aydin ilindeki Kaplumbagalarda Hyalomma aegyptium (Linneaus, 1758)’un
Yayginhgi

Ozet: Bu calismada, 07.05.2007 ve 08.07.2008 tarihleri arasinda izmir ve Aydin illerinde yakalanan 12 kaplumbagadan
toplam 228 adet erigkin kene toplanmistir. Toplanan tiim keneler Hyalomma aegyptium olarak identifiye edilmistir.
[zmir ve Aydin illerinden toplanan kenelerin oram sirastyla %60,08 (n=137) ve %39,92 (n=91) olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Hyalomma aegyptium, kaplumbaga, kene, Tiirkiye

Introduction

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

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

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

Material and Methods

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

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

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

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

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

Table 1. Distribution of Hyalomma aegyptium according
to study area

Discussion

Hyalomma aegyptium is known as dominant species
among ticks parasitizing tortoises in Mediterranean
region, Northern Africa, Balkan countries, Pakistan,
Russia, India, Middle East [1,12,17,19], having a
typical three-host life cycle. In Balkan countries and
southern Europe the hosts of H.aegyptium are pri-
marily tortoises but also lizards, dog, horse, hedge-
hog, cattle [12,14,17]. On the other hand the adult
form H.aegyptium were reported from cattle and

izmir Aydin
3 Q 3 Q  Prevalence %

March - - 11 - 4.8

May 41 40 7 3 39,91
June 32 9 28 12 35,53
July 14 1 14 16 19,74
Total 87 50 60 31 100
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buffaloes from Balkan countries, Pakistan, Turkey,
India [2,5,12,19]. While larvae and nymph forms
of H.aegyptium mostly attack on partridges, lizards
and a wide variety of rodents, the adults parasit-
ize mainly on turtles [1,6,17]. The adult forms of
H.aegyptium are also demonstrated to parasitize on
humans [6,11,15,20]. In feeding, hosts of ticks and
predilection sites on host body vary depending on
tick species and instars [6,15]. In the present study,
the predilection sites of H.aegyptium were mainly
observed on hind limbs of tortoises and some were
found on the neck.

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

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

In conclusion, this study demonstrated the ex-
istence of H.aegyptium on tortoises in Aydin and
Izmir provinces. However, in terms of determining
the true prevalence of this tick on both tortoises and
other animals and its potential role on transmitting
diseases more studies need to be performed.
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Contagious Ecthyma Virusu (ORF) izolasyonunda FLK-BLV-044 Hiicre
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Ozet: Bu ¢alisma, FLK-BLV-044 hiicre kiiltiiriiniin Contagious Ecthyma (CE) enfeksiyonuna yakalanmis kuzu ve og-
laklardan orf virusunun izolasyonunda ilk kez kullanilmas1 amaciyla gergeklestirilmistir. Klinik olarak CE lezyonlarina
sahip 4 oglak ve 2 kuzuya ait dudak dokusundan hazirlanan inokulumlar PCR testi ile orf virusuna ait niikleik asitlerin
varlig1 yoniinden test edildi. Orneklerden monolayer FLK-BLV-044 hiicre kiiltiirlerine ekimler gergeklestirildi. Yapilan
hiicre kiiltiirii ekimlerinin 2. pasajinda hiicre yuvarlaklagsmasi ile karekterize sitopatik efekt (CPE) odaklarinin olustugu
saptand1. PCR testi ile izole edilen viruslarin orf virusu oldugu, lireyen viruslarin titrelerinin 3 oglak ve 1 kuzu izolatinda
DKID,, 10> ve 1 kuzu ve 1 oglak izolatinda 10>°/ml oldugu, yapilan histopatolojik boyamalarda iireyen viruslarin intra-
sitoplazmik inkluzyon cisimleri olusturdugu saptandi. Sonug olarak, siirekli iiretilebilir karakterde olan FLK-BLV-044
hiicre kiiltliriiniin CE enfeksiyonuna yakalanmis hayvanlardan orf virusunun izolasyonunda kullanilabilecegi ortaya
konulmustur.

Anahtar kelimeler: Contagious ecthyma, hiicre kiiltiirti, izolasyon, orf virus

The Use of FLK-BLV-044 Cell Culture for Isolation of Contagious Ecthyma Virus (Orf)

Abstract: The aim of this study was to use of FLK-BLV-044 cell culture for isolation of orf viruses from lambs and kids
infected with contagious ecthyma virus. For this purpose, the existence of nucleic acid of orf virus was analyzed by PCR
test from inoculum prepared from lips clinicaly infected 4 kids and 2 lambs. Each of the samples were inoculated into
FLK-BLK-044 monolayer cell cultures. Cytopathogenic effect (CPE) characterized by rounding of the cells were seen
in the second passage of the cell cultures. Isolated viruses were idendified as orf virus by PCR test. The titer of viruses
were found as 10>*/ml TCID_ for 3 kids and 1 lamb strains, 10°%/ml for 1 goat and 1 lamb strains. Intracytoplasmic
inclusion bodies were detected in infected cells with HXE staining. In conclusion, it was represented that the FLK-
BLV-044 cell cultures, propagated permanently, can be used for isolation of orf virus from infected materials obtained

Arastirma Makalesi / Research Article

from kids and lambs.

Key words: Cell culture, Contagious Ecthyma, isolation, orf virus

Giris

Contagious ecthyma (CE) veya contagious pustular
dermatitis olarak bilinen orf hastalig1 koyun ve ke-
cilerde ozellikle kuzu ve oglaklarda dudak, burun
cevresi, agiz mukozasi, meme ve meme uglarinda
yaygin olarak goriilen nonsistemik eruptif deri has-
taligidir [10,14]. Hastalik etkeni Poxviridae fami-
yasinin Parapoxvirus genusunda yer alan orf viru-
sudur [14]. CE enfeksiyonunun teshisinde Elektron
mikroskopi, virus izolasyonu, Serum Notralizasyon
Testi, Komplemet Fiksasyon Testi, Agar Jel Immuno
Diffiizyon, Immunperoksidaz, Floresan Antikor

Teknigi, ELISA ve Polimeraz Zincir Reksiyonu
(PCR) Testleri kullanilmaktadir [5,11,15,18]. Orf
virusunun izolasyonu amaciyla primer kuzu ve
oglak hiicre kiiltiirleri ile birlikte vero, fetal lamb
lung (CSL-503), BHK, MDBK, MDCK gibi de-
vamli {iretilebilen hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir
[1,4,8,16,17].

Bu calisma, CE enfeksiyonuna yakalanmisg
kuzu ve oglaklardan orf virusunun izolasyonunda
stirekli pasajlanabilir cell line FLK-BLV-044 hiicre
kiiltiirinlin kullanilmas1 amaciyla gergeklestirilmig-
tir.
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Materyal ve Metot

Enfekte doku ornekleri

Calismada kullanilan enfekte dudak derisi 6rnekleri
klinik olarak CE lezyonlarma sahip 1-3 aylik 4 og-
lak ve 2 kuzudan elde edildi.

Hiicre kiiltiirii

CE siipheli doku 6rneklerinden orf virusu izolasyo-
nu amactyla kullanilan FLK-BLV-044 (ovine emb-
rional kidney cells) (DSMZ No: ACC 153) Almanya
DSMZ hiicre kiiltiirti koleksiyonundan temin edildi.

inokulum hazirlanmasi

Kuzu ve oglaklardan elde edilen lezyonlu dudak
deri 6rnekleri havan i¢inde ezilerek virus iiretme va-
sati icinde homojenatlar hazirlandi. Ornekler 3000
rpm’de 20 dakika santrifiij edildi ve 0,45 um filtre-
lerden gegirildi [9].

Doku oérneklerinde orf virusunun tespiti

Doku homojenatlarindan DNA  ekstraksiyonu
amaciyla ticari genomik DNA purifikasyon kiti
(Promega) kullanildi. DNA peletleri 50 ml distile su
icinde toplandi ve kullanilincaya kadar -20 °C’de
saklandi. Orf virusunun identifikasyonu amaciyla
Inoshima ve ark. (2000) tarafindan bildirilen se-
mi-nested PCR metodu kullanildi.[13]

Virus izolasyonu

Flasklarda %10 FCS iceren Dulbecco’s MEM/
Ham’s F-12 (Biochrom) vasati ile monolayer hiic-
re kiltiirii hazirlandi (Sekil 2). Hazirlanan 6rnek-
ler FLK-BLV-044 hiicre kiiltiiriine inokule edildi.
Hiicre kiltirleri 37°C’de, %5 CO,’li etiivde inku-
basyona birakildi. Her giin inverted mikroskopta
sitopatik efekt (CPE) olusumu yoniinden kontrolleri
gergeklestirildi. Hiicre kiiltiirlerinde CPE olusumla-
1 gozlenene kadar 5 giinde bir kor pasajlar yapildi
ve %75 CPE goriilen hiicre kiiltiirleri 3 kez dondu-
rulup ¢ozdiiriildii. Santrifiij ile temizlenen siiper-
natantlar kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza
edildi [8, 9].

Virus titrasyonu

Hiicre kiiltiiriinde CPE olusturarak tireyen orf virus-
larmin titrasyonu FLK-BLV-044 hiicre kiiltiiriinde

Buddle ve ark. [2,3] tarafindan bildirilen metotla
gerceklestirildi. Santrifiij islemi 3000 rpm’de 20
dakika yapilarak hiicre kalintilarindan temizlenen
virus stispansiyonunun DMEM/Ham’s-F12 vasati
icinde 10 kath diliisyonu yapildi. Her diliisyondan
96 gozlii pleytlerin 4 goziine 100°er pl kondu ve
tizerine 1x10%ml hiicre siispansiyonundan 100’er
ul eklendi. Pleytler 37°C’de, %5 CO,’li etiivde in-
kubasyona birakildi ve pleytler CPE olusumlari y6-
niinden 5-7 giin siireyle gozlendi. TCID, degerleri
Karber Metodu ile saptandi.

Hiicre kiiltiirlerinde virus iiremesinin tespiti

Hiicre kiiltiirlerinin histolojik muayenesi

Izole edilen orf viruslarmin hiicre kiiltiiriinde iire-
mesi esnasinda olusturdugu inkluzyon cisimcigi-
nin saptanmasi amaciyla orf virusu inokulasyonu
yapilan FLK-BLV-044 lamel hiicre kiiltiiriinde
Hematoksilen-Eozin (H&E) boyama gergeklestiril-
di [7].

Orf virusu varhiginin saptanmasi

Toplanan klinik drnekler ve pozitif kontrolden, viral
DNA’nin ekstraksiyonu i¢in, DNAeasy Blood and
Tissue Kit (QIAGEN) tiretici talimatlarina gore kul-
lanildi.

PCR reaksiyonu

PCR reaksiyonu icin Inoshima ve ark. (2000) tara-
findan bildirilen yontem uygulandi. PCR {irliniiniin
cogaltilmasinda, elde edilen viral DNA’dan 1 mik-
rogram, toplam 50 pl reaksiyon miktar1 igin, 0,2
mM her bir primerden (PPP-1 ve PPP-4), 200 mM
dNTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5
mM MgCl2 ve 1U Taq DNA polimeraz (Fermentas)
kullanildi.

PCR reaksiyonu i¢in 1s1 dongii cihazi (Techne
TC-412 Thermal Cycler), 95°C’de 9 dk’y1 takiben,
94°C’de 1 dk, 55°C’de 1 dk ve 72°C’de 1 dk olacak
sekilde 30 siklus seklinde ayarlandi. Semi nested
PCR, ilk reaksiyon sonucu elde edilen 5 pul PCR
iriinii ile ayni reaksiyon sartlarinda PPP-3 ve PPP-4
primerleri kullanilarak tekrarlandi [13]. PCR firiin-
lerinin goriintiilenmesi, 0,5 pg/ml etidyum bromid
iceren %1’lik agaroz jelin elektroforezi ile gercek-
lestirildi.
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Bulgular

Klinik olarak CE enfeksiyonu belirtileri gdsteren 4
oglak ve 2 kuzu numunesinden hazirlanan homo-
jenatlarin semi-nested PCR testi ile 235 bp biiyiik-
liiglinde amplikonlar elde edildi (Sekil 1). Virus
izolasyonu amaciyla hiicre kiiltiiriine yapilan inoku-
lasyonlar sonucu hiicre kiiltiirlerinin 2. pasajlarinda
virus tiremesine bagli CPE odaklarimin, inkubasyo-
nun 3. giiniinden itibaren ortaya ¢iktigi ve 5. giinde

%90’a ulastig1 gdzlendi (Sekil 3). Ureyen viruslarin
titreleri 3 oglak ve 1 kuzu izolatinda DKID_, 10>/
ml ve 1 kuzu ve 1 oglak izolatinda 103/ml olarak
belirlendi. FLK-BLV-044 hiicre kiiltiirlerinde izole
edilen 6 izolatin yapilan semi-nested PCR ile orf
virusu oldugu (Sekil 3), lamel hiicre kiiltiirlerinin
histopatolojik boyamalarinda iireyen viruslarin int-
rasitoplazmik inkluzyon cisimcikleri olusturdugu
tespit edildi (Sekil 4).

M 1 2 3 4 5 6 7 8

9 10

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

Sekil 3. Orf virusunun CPE olusumlari

Sekil 4. FLK-BLV-044 hiicre kiiltlirtinde orf virusuna ait
intrasitoplazmik inkluzyon cisimcigi

Tartisma

Koyun ve kecilerde CE enfeksiyonunun teshi-
si amaciyla son yillarda PCR kullanilirken, virus
izolasyonu metodunun zaman almasi ve zahmetli
olmas1 nedeniyle yaygin olarak kullanilmamakta-
dir. Ancak, orf virusunun gerek molekiiler gerekse
asi-patojenite caligmalar1 amaciyla izolasyon ¢a-
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lismalarina ihtiyag duyulmaktadir. Koyun ve ke-
cilerde orf virusunun izolasyonu amaciyla primer
ve siirekli hiicre kiiltiirleri yaygin olarak kullanil-
maktadir [2,3,6,8,12]. Primer hiicre kiiltiirleri virus
izolasyonlar1 i¢in her ne kadar uygun ise de bircok
dezavantaja sahiptirler. Primer hiicre kiiltiirlerinin
diizenli araliklarla hayvan dokularindan hazirlan-
masi, karekterize edilmesi ve viral kontaminantlar
yoniinden test edilmeleri de gerekmektedir. Siirekli
iiretilebilen hiicreler bu dezavantajlara sahip olma-
diklar1 gibi likit nitrojende kullanilincaya kadar yil-
larca saklanabilirler [16].

Orf virusunun izolasyonu amaciyla yapilan di-
ger ¢alismalarda primer ve siirekli hiicre kiiltiirle-
rinde elde edilen virus titreleri DKID_, 10*>-10"%/
ml oldugu ve virusun 2-3 kor pasaji takiben hiicre
kiiltiirlerinde yuvarlaklasma ile karakterize CPE
olusturdugu bildirilmistir [3,6,8,12] Bu ¢alismada,
orf virusunun FLK-BLV-044 hiicre kiiltiiriinde 2.
kor pasajda DKID,, 10°*-10*%/ml titrelerde hiicre
yuvarlaklagmasi ile karakterize tiremesinin diger
calismalarda elde edilen sonuglarla benzer oldugu
gOriilmustiir.

Sonug olarak, bu calisma ile devaml iiretile-
bilir (permanent cell line) hiicre hatt1 olan FLK-
BLV-044 hiicre kiiltiiriiniin orf virusu izolasyonu
amaciyla kullanilabilecegi ortaya konulmustur.
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Ozet: Contagious ecthyma (CE), 6zellikle kuzu ve oglaklarda yaygin sekilde goriilen ve Orf virusu tarafindan olusturu-
lan viral bir enfeksiyondur. Bu ¢aligma, Sakarya’da bir koyun isletmesinde CE enfeksiyonuna yakalanan koyun ve ku-
zularda siddetli dudak ve dis eti lezyonlarinin olusmasinda immunosuppressive etki yapan persiste pestivirus varligmin
arastirilmast amaciyla gergeklestirildi. Bu amagla, CE enfeksiyonuna 6zgii semptomlar gosteren sakiz irki1 18 koyun ve
26 kuzudan kan ve dudak lezyonlarindan doku &rnekleri alindi. Alinan doku 6rneklerinde orf virusu ve kanlardan elde
edilen 16kosit drneklerinde polymerase chain reaction (PCR) ile pestivirus antijen varlig: arastirildi. Doku numuneleri
yapilan semi-nested PCR testi ile orf virusu yoniinden pozitif bulunurken ayn1 hayvanlara ait 16kosit drneklerinin nested
RT-PCR metodu ile pestivirus niikleik asit varlig1 yoniinden negatif oldugu saptandi. Sonug olarak, bu vakada kuzular
ve koyunlarda goriilen siddetli CE enfeksiyonun temelinde pestiviruslarin etkisinin olmadigi, dudaklarda yogun olarak
goriilen lezyonlarin izole edilen viruslarin patojenitesinden ve koyunlarin irkindan kaynaklanabilecegi kanaatine varil-
mistir.

Anahtar kelimeler: Contagious ecthyma, koyun, kuzu, orf, pestivirus,

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

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

Key words: Contagious ecthyma, lamb, orf virus, pestivirus, sheep,
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Giris

Contagious ecthyma (CE), Parapoxvirus genusu
icinde yer alan orf virusu tarafindan olusturulan vi-
ral bir enfeksiyondur. CE, 6zellikle yeni dogan kuzu
ve oglaklar ile gen¢ koyun ve kegilerde yaygin se-
kilde goriiliir. CE’ya bagl lezyonlar 6zellikle geng
kuzu ve oglaklarda agiz ¢evresi, dudak, dis etlerinde
goriiliirken, tipik lezyonlar dogum yapmis koyun ve
kegilerin memelerinde ve nadiren dudak-dis etlerin-
de ortaya ¢ikmaktadir [6].

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

(BDV) tarafindan olusturulan, koyunlarda immu-
nosupresyon gebelik dénemine bagli olarak yavru
atma ve yeni dogan kuzularda; merkezi sinir sistemi
bozukluklari, tiiylerde diklesme, normalin altinda
dogum agirlig1 ve kafatasinda degisikliklerle karak-
terize bulasici viral bir hastaliktir [11,20]

Bu ¢aligmanin amaci, CE enfeksiyonuna yaka-
lanan koyun ve kuzularda siddetli dudak ve dis eti
lezyonlariin olusmasinda, immunosupresif etkisi
yapan persiste pestivirus varligimin arastirilmasidir.
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Materyal ve Metot

Materyal

Calismada, orf ve pestivirus tespiti amaciyla, doku
ve kan ornekleri Sakarya’da CE enfeksiyonuna ya-
kalanan 2-4 yas arasi sakiz irk1 18 koyun ve 1-2 ay-
lik 26 kuzudan saglandi.

Metot

inokulum hazirlanmasi: Kuzu ve oglaklardan elde
edilen lezyonlu dudak deri 6rnekleri havan iginde
ezilerek virus tiretme vasati icinde homojenatlar ha-
zirland1. Ornekler 3000 rpm’de 20 dakika santrifiij
edildi ve 0,45 uM filtrelerden gecirildi [10].

Doku orneklerinde Orf virusunun tespiti: Top-
lanan klinik 6rnekler ve pozitif kontrolden viral
DNA’nin ekstraksiyonu i¢in, DNAeasy Blood and
Tissue Kit (QIAGEN) tiretici talimatlarina gore kul-
lanildi. DNA pelletleri 50 pl distile su i¢inde toplan-
d1 ve kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi. Orf
virusunun identifikasyonu amaciyla Inoshima ve
ark. (2000) tarafindan bildirilen semi-nested PCR
metodu kullanildi. [15]

PCR reaksiyonu: PCR reaksiyonu i¢in Inoshima
ve ark. (2000) tarafindan bildirilen yontem uygulan-
di. PCR firiiniiniin ¢ogaltilmasinda, elde edilen viral
DNA’dan 1 mikrogram olacak sekilde, toplam 50 pul
reaksiyon miktar1 i¢in, 0,2 mM her bir primerden
(PPP-1 ve PPP-4),200 mM dNTP, 10 mM Tris-HCI
(pH 8.3), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCI2 ve 1U Taq
DNA polimeraz (Fermentas) kullanildi.

PCR reaksiyonu i¢in 1s1 dongii cihazi (Techne
TC-412 Thermal Cycler), 95°C’de 9 dk’y1 takiben,
94°C’de 1 dk 55°C’de 1 dak ve 72°C’de 1 dk ola-
cak sekilde 30 siklus seklinde ayarlandi. Semi nes-
ted PCR, ilk reaksiyon sonucu elde edilen 5 pl PCR
iirlinii ile ayn1 reaksiyon sartlarinda PPP-3 ve PPP-4
primerleri kullanilarak tekrarlandi [15]. PCR iiriin-
lerinin goriintiilenmesi, 0,5 pgr/ml etidyum bromid
iceren %1°lik agaroz jelin elektroforezi ile gercek-
lestirildi. [15]

Lokosit orneklerinde pestivirus varhgmmin sap-
tanmasi: Lokosit Orneklerinden viral RNA’nin
ekstraksiyonu i¢in High Pure Viral Nucleic Acid
kit (Roche) kullanildi. Orneklerle birlikte RNA
ekstraksiyonu yapilmis pozitif ve negatif drnekler
kullanildi. Bunun i¢in, RNA ekstraksiyon kontrolii

olarak, BVDV pozitif bir RNA ve su RT-PCR kont-
rolii olarak kullanildu.

PCR’da; V324 ( 5’-ATG CCC WTA GTA GGA
CTA GCA - 3”) ve V326 (5’-TCA ACT CCA TGT
GCC ATG TAC -3°) dis primerler, All ( 5’-AGT
ACA GGG TAG TCG TCA GTG GTT CG- 3)
ve Al4 (5’-CAA CTC CAT GTG CCA TGT ACA
GCA -3’) primerleri i¢ primerler olarak kullanildu.
Bu primerler, yaklasik 300 bp ve 200 bp biiytklii-
giinde fragmentler amplifiye etmektedir.

PCR iirlinlerinin elde edilmesi i¢in, McGoldrick
ve ark. (1999) tarafindan belirtilen yonteme gore re-
aksiyon, RT ve PCR basamaklarmin tek tiipte bir-
lestirilmesi ve takiben nPCR’1n ayr1 bir tiipte yapil-
mast olarak iki basamakta gerceklestirildi [16]

Birinci basamakta, viral RNA’dan cDNA sente-
zi ve PCR i¢in Qiagen One step RT-PCR kiti kulla-
nildi ve RT- PCR reaksiyonu 20 pl olarak hazirlan-
di. Reaksiyon karisimi, 6 pul RNase free su, 4 pl 5x
RT-PCR buffer, 0,8 pl dNTP’s, 4 ul Q solution, 1’er
ul V324 (20pmoles/ul) ve V326 (20pmoles/ pl) pri-
merleri, 0,8 pul enzim mix olacak sekilde hazirland1
ve bu karisima 2,4 pl daha once ekstrakte edilmis
RNA eklendi.

Thermalcycler, cDNA sentezi igin; 50°C’de 30
dk 1 siklus, PCR aktivasyonu igin; 95°C’de 15 dk
1 siklus ve amplifikasyon i¢in; 35 siklus olacak se-
kilde, 95°C’de 1°dk, 56°C’de 1 dk 72°C’de 1 dk ve
son olarak 72°C’de 10 dk 1 siklus seklinde prog-
ramlandi.

Nested PCR i¢in, PCR Master Mix (2X) kiti
(Fermentas) kullanild1 ve reaksiyon karigimi 10 pl
2xMaster Mix, 2’er ul A11(20 Pmoles/ul) ve Al14
primerleri, 6 pl RNase free su seklinde hazirlan-
di. Bu karisima 1/10 oraninda sulandirilmis birinci

basamak reaksiyondan elde edilen 2 pl PCR iiriinii
eklendi.

Termalcycler cihazi, 94°C’de 2 dk, 30 siklus
olacak sekilde, 94°C’de 1 dk, 56°C’de 1 dk, 72°C’de
1 dk ve son olarak, 72°C’de 5 dk olacak sekilde
programlandi.

PCR firlinleri, 0,2 pg/ml ethidium bromide ice-
ren %2’lik agar jele, 5 ul yiiklendikten sonra elekt-
roforezi yapilarak, UV transimiilatérde goriintiilen-
di.
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Bulgular

CE enfeksiyonuna yakalanan 18 koyun ve 26 ku-
zudan saglanan doku homojenatlarinda semi-nested
PCR testi 235 bp biiyiikliigiinde amplikonlar elde
edilerek doku 6rnekleri orf virusu yoniinden pozitif
olarak bulunurken (Sekil 1), ayn1 hayvanlara ait 16-
kosit 6rneklerinin nested RT-SPCR metodu ile pes-
tivirus niikleik asit varligir yoniinden yaklasik 300
bp ve 200 bp biiytkliigiinde fragmentler amplifiye
edilemedi (Sekil 2).

M 1 2 3 4

Sekil 1. Sekilde 1;1: basamak pozitif kontrol, 2;2. basa-
mak pozitif kontrol, 3; 1. basamak negatif kontrol,4; 2
basamak negatif kontrol

- 2 a L 3 .
F 100bp DN Aladd

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

Tartisma ve Sonug¢

CE enfeksiyonu geng kuzu ve oglaklarin disinda er-
gin koyun ve kecilerde 6zellikle atipik ve persiste,
multifokal, proliferatif lezyonlarla karekterize en-
feksiyonlar seklinde sik sik goriilmekte oldugu ve
sebep olarak immun yetmezlik ve orf virusun viru-
lensinin etkili olabilecegi bildirilmistir [1,2,14].

Persiste koyun ve kecilerden izole edilen viruslarin
koyun ve kecilerde yapilan patojenite c¢alismala-

rinda, Orf virus izolatlarinin persiste enfeksiyon-
lar olusturmasinin sebebi olarak en yaygin goriis
immun yetmezlik olarak bildirilmektedir [9,17].
Koyun ve kegilerde immun yetmezlik nedenlerin-
den biri de persiste enfeksiyonlara sebep olan pes-
tiviruslardir.

Koyun ve kegilerde 6zellikle atipik ve persiste
CE enfeksiyonlarmin gériilmesinde immun sistemi
olumsuz etkileyen sebepler arasinda, hayvanlarin
bir yerden bagka bir yere nakledilmesi [23], mineral
madde eksikligi, hayvanlarin kuru ve sert otlaklar-
da otlatilmasi [12], hayvan rasyonlarinda bulunan
bakir ve demir arasinda mineral madde dengesizligi
[5] yapilan galismalarda bildirilmistir.

Bu ¢alisma, CE enfeksiyonuna yakalanan ergin
koyun ve bu koyunlara ait kuzularda siddetli dudak
ve dis eti lezyonlariin olusmasinda immunosupre-
sif etki yapan persiste pestivirus varliginin arasti-
rilmast amaciyla gerceklestirilmis, ancak kuzularla
birlikte 3-4 yas ergin koyunlarda 6zellikle dudak,
dis eti ve meme lezyonlaryla karekterize CE en-
feksiyonu goriilen hayvanlarin 16kosit 6rneklerinde
pestivirus varlig1 saptanamamistir.

Sonug olarak hastalik olgulariin vitamin-mi-
neral eksiklikleri, parazit enfestasyonlart ve kronik
zehirlenmeler yoniinden incelenmesinin atipik ve
persiste CE enfeksiyonlarinin sebeplerinin ortaya
konulmasinda uygun olacagi kanaatine varilmstir.
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Ozet: Bu ¢alisma Marmara Bolgesi’nde yeni dogan ishalli buzagilarda BCoV unun yaygmligimnin tespiti, virus izolasyo-
nu ve as1 virusu belirlenmesi amaciyla gerceklestirildi. Istanbul, Tekirdag, Kirklareli, Kocaeli illerinden sirastyla 28, 37,
15 ve 20 adet olmak iizere toplam100 adet ishal gériilen 0-2 aylik buzagiya ait gaita numunesi ¢alisildi. Her bir numune
ornegi BCoV antijen detection ELISA ve PCR ile test edildi. Yapilan analizler sonucu gaita numunelerinden PCR testi
ile 2 adet BCoV niikleik asit varlig1 saptand1. Pozitif bulunan gaita rnekleri 1/10 diliisyonlarda sulandirilip HRT hiicre
kiiltiiriine ekimleri yapildi. Pozitif numunelerden yapilan hiicre kiiltiirii ekimlerinde BCoV izole edilemedi.

Anahtar kelimeler: Coronavirus, Buzagi, ELISA, izolasyon, PCR, Patojenite

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

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

Arastirma Makalesi / Research Article

Key words: Coronavirus, calves, ELISA, isolation, PCR, pathogenicity

Giris

Bovine coronavirus (BCoV) ilk defa Mebus ve ar-
kadaglar1 tarafindan 1973 yilinda neonatal buzagi
ishalleri etkeni olarak bildirilmistir. Ayrica virus
s1gir solunum sistemi ve ergin sigirlarin kis dizante-
risi etkeni olarak tanimlanmistir. Bir vakada buzagi-
larda deneysel ¢alisma esnasinda kaza eseri insanla-
ra bulastig1 bildirilmistir [8,18].

BCoV etkeni tracheal ve lenfoid organ kiiltii-
riinde iiretilmekte birlikte cell line hiicre kiiltiirle-
rinden HRT-18, Vero, MDBK, MDCK hiicre kiiltiir-
lerinde de tiretilmektedir. Hiicre kiiltiirlerine tripsin
ve pankreatinin eklenmesi virusun liremesi {izerine
olumlu etkisi vardir. Hiicre kiiltiirlerinin erken pa-
sajlarinda virus iiremesine bagl olarak tipik sitopa-
tojenik (CPE) odaklar goriilmeyebilir. ileri pasajlar-
da syncytia olugumu, hiicrelerin ylizeyden ayrilma-
s1 gibi olusumlarla CPE odaklar1 netlesir. Virusun
iremesine bagli olarak meydana gelen plaklar be-
siyerine agaroz ve tripsin eklenmesiyle net olarak

gozlenir. Deneysel enfeksiyon amaciyla kolostrum
almamis Germ-free ve konvansiyonel buzagilar
kullanilir [4,8].

BCoV partikiilleri 80-160 nm, ortalama 120
nm ¢apindadir. BCoV izolatlar1 poliklonal serum ile
yapilan c¢alismalarda tek serotipe sahiptirler. Ayrica
monoklonal antikorlar ile N, S, HE proteinleri baki-
mindan farklr suslar saptanmistir. Ayrica suslar ara-
sinda CPE ve plak olusturma 6zellikleri bakimindan
farkliliklar oldugu bildirilmistir. Virus tiremesine
bagh hiicre stoplazmasinda inkliizyon cisimcikleri
saptanir [12].

BCoV’unun meydana getirdigi enteritis vaka-
lar1 buzagilarin yasina, immun sistemin durumuna,
virus susuna ve dozuna bagli olarak degisiklik gos-
terir. Ozellikle kolostrum almamuis geng buzagilarda
siddetli ishal ortaya c¢ikar. Deneysel enfeksiyonlar-
da virus inokulasyonunu takiben 48 saat sonra sar1
ishal gelisir ve 3-6 giin siirer. Bu periyotta virus ga-
ita da saptanabilir. Akut donemde buzagilar anorek-
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sik ve durgundur. Eger ishal siddetliyse buzagilarda
dehidrasyon ve pireksi goriiliir. Hastalik siddetliy-
se buzagilarda 6lim orani yiikselir. BCoV ve BRV
enfeksiyonlart ¢ogunlukla gen¢ hayvanlarda goriil-
mektedir. Yeni doganlar genellikle yasamlarinin ilk
haftasinda enfeksiyona duyarli olup, BCoV enfek-
siyonu siklikla 3-21 giinliik yas grubundaki buza-
gilarda kolon ve incebagirsaklarda meydana gelen
lokal bir enfeksiyondur [21,22].

BRYV enfeksiyonu ve BCoV ile gelisen sindi-
rim sistemi enfeksiyonlarinda etkenlerin alinmasi
enfekte gaita ile bulasik yem ve sular ile oral yol-
dan olmaktadir. Erigkin hayvanlar genellikle BRV
ve BCoV ile subklinik enfekte olduklarindan, has-
taligin siirii iginde yayilmasinda 6nemli rol oynarlar
[11,13]. Virusun sacilis1 gebeligin ge¢c dénemlerinde
ozellikle dogum yaptiklar1 giin muhtemelen hormo-
nal degisiklikler ve hormonlarin immun sistemdeki
etkilerine bagli olarak artmaktadir [2]. Bu nedenle
stiri i¢indeki subklinik enfekte eriskin hayvanlar
yeni dogan buzagilarin etkeni edinmelerinde 6nem-
li rol oynarlar. Bundan bagka saglikli goriiniimlii
buzagilarin nazal svap 6rnekleri ya da gaitalarindan
BCoV, gaita 6rneklerinden BRV izolasyonlari bildi-
rilmis olup, bu buzagilarin virusu diisik titrede sag-
tiklar1 ve stirtide klinik enfeksiyonlarin olusmasinda
onemli rol aldiklari bildirilmistir [16].

BCoV, ingiltere, Almanya ve diger baz1 avrupa
iilkelerinde, Japonya ve Cin’de yeni dogan buzagi-
larda diyare etkeni olarak tanimlanmistir [5].

Etken sigir popiilasyonu arasinda yaygindir.
Virus hem ishalli hemde saglikli buzagilarda sap-
tanabilir. Sigirlar arasindaki insidensi %8-69 olur-
ken, ishalli ve saglikli buzagilarda %24’e kadar
tespit edilmistir. Yeni dogan buzagilarda ishallere
neden olan en 6nemli viral etkenler arasinda bovine
rotavirus (BRV)’larla birlikte bovine coronavirus
[BCoV)’lar 6nemli yer tutmaktadir. Ulkemizde ve
diger iilkelerde yapilan caligsmalar sonucu kimi iil-
kelerde BCoV enfeksiyonunun BRV enfeksiyonu-
na gore daha fazla oldugu, kimi {ilkelerde ise tersi
durum arz ettigi bildirilmektedir. Ulkemizde BRV
ve BCoV’larin neden oldugu buzag: ishalleri ile
miicadelede basarili olmanin bir yoluda etkenlerin
varligi ve oranlarinin bilinmesine baghidir. Ozellikle
BCoV ishallerinin 6nlenmesi amaciyla gebe sigirla-
ra yapilan asilamalarin etkinligi, hastalik etkeninin
yayginligiin bilinmesine baglidir[14].

Bu proje, Marmara Boélgesi’nde sigir yetisti-
riciligi yapilan isletmelerdeki buzagilarda goriilen
BCoV izolasyonu, as1 susu se¢imi ve patojenitesi-
nin saptanmasi amactyla gergeklestirildi.

Materyal ve Metod
Materyal

Gaita ornekleri: Bu calismada Marmara Bolgesi
illerinden; Istanbul, Tekirdag, Kirklareli ve
Kocaeli’nde siit sigirciligi yapan isletmelerden sira-
styla 28, 37, 15 ve 20 adet olmak {izere ishal gorii-
len, 0-2 aylik toplam 100 buzagiya ait gaita numu-
nesi islendi.

Hiicre Kkiiltiirii: Virus izolasyonu ve serum notra-
lizasyon testleri icin Human Rectal Tiimor [HRT)
hiicre kiiltiirii, ABD Ohio Tarimsal Arastirma ve
Kalkinma Merkezinden temin edildi.

Referans Coronavirus susu: BCoV Mebus
susu ABD Ohio Tarimsal Arastirma ve Kalkinma
Merkezinden temin edildi ve pozitif kontrol olarak
kullanildi.

Coronavirus hiperimmun serumu: BCoV Mebus
susu kullanilarak tavsanlarda hazirland1 [5,9,13,19].

Vasat: Hiicre kiiltliri ve virus iiretimi amaciyla
Glasgow Minimium Essential Medium (GMEM)
kullanilda.

Fotal Calf Serum: Hiicre kiltiirii hazirlanmasinda
%10 oraninda GMEM vasatina eklendi.

Pankreatin: 10mikrogram/ml oraninda virus tret-
me vasatina eklendi.

ELISA test kiti; Ticari ELISA test kiti (Bio-X
Coronavirus Antijen Detektion Elisa Kit ) kullanil-
du

Deneme hayvanlari: Caligmada izole ve identifi-
ye edilecek BCoV suslarinin buzagilarda patojenite
calismalar1 amaciyla, BCoV asis1 yapilmamis ve
dogum oOncesi kanlarinda BCoV karsi antikor tasi-
madiklar1 saptanan gebe sigirlardan dogan 4 buzagi
kullanilacaktir [3]. Isolasyon gerceklestirilemedigi
icin deneme hayvani kullanilmadi.

Metod

Gaita orneklerinin hazirlanmasi: Ishalli buzagilar-
dan toplanan 100 gaita 6rnegi 10pg/ml pankreatin,
100 TU/ml penicilin, 100mg/ml streptomicin ve

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez

Cilt 27, Sayi 1, 2016, 16-20



18 Pestil Z ve ark. Marmara Bélgesinde Yeni Dogan Buzadi ishallerinde Bovine Coronaviruslarin Saptanmasi

10ul/ml partricine igceren GMEM vasat1 ile %10
oraninda sulandirildi. Sulandirilan gaita 6rnekle-
ri 3000 rpm’de 30 dakika siireyle santrifiij edildi.
Ayrilan siipernatantlar ve 0,22pm por ¢apli memb-
ran filtrelerden siiziildii ve elde edilen siiziintiiler cr-
yoviallere taksim edilerek -70°C’de kullanilincaya
kadar muhafaza edildi [8,13,17].

Coronaviruslarin RT-PCR ile saptanmasi: RNA
izolasyonu: Gaita veya hiicre kiiltiirli 6rneklerinden
RNA izolasyonu High Pure Viral Nucleic Asid Kit
(Roche) protokolu uygulanarak yapildi.

RT-PCR: RT-PCR asamasi [11]’ nin bildirdigi yon-
tem kullanilarak One Step RT-PCR Kit (Qiagen) ile
gergeklestirildi.

Izole edilen RNA’lar BCoV’unun Mebus su-
sunun N proteininden secilen 729bp lik (GenBank
No. M16620) bolgeyi kodlayan spesifik pri-
merler F:(-GCAATCCAGTAGTAGAGCGT-) (
21-40); R:(-CTTAGTGGCATCCTTGCCAA-)
(731-750); nested PCR i¢in Fn primer,
(-GCCGATCAGTCCGACCAATG-)  (79-98);Rn
primer, (-AGAATGTCAGCCGGGGTAG-) (467-
485) kullanildi. RT- PCR firiinleri sirasiyla 730 ve
407 bp’dir.

IIk tur PCR igin;

izole edilen RNA’nin 2,5ul’si ile 0,3ul DMSO
karistirild1 ve tizerine 17,2ul master miks (5,6 pl
DPEC’li su, 4pul 5x buffer, 4ul Q solusyonu, 0,8ul
dNTP, 0,8ul enzim 0,5’er pl primerler) eklendi.
Karisimi igeren tiipler thermalcycler cihazina yer-
lestirilerek 50°C’de 30 dk(1siklus), 95°C’de 15dk(-
Isiklus), 95°C’de 1dk, 58°C’de 1 dk, 72°C’de 2 dk
(30 siklus) ve 72°C’de 10 dk(1 siklus) olacak sekil-
de ilk tur PCR islemi gerceklestirildi.

Ikinci tur nested PCR icin; 2x MMix
(Fermentas) 10 pl, DPEC’li su 6 pl, Primer Fn
1 pl Primer Rn 1 pl iceren karisim hazirlandi.
Hazirlanan bu karisima ilk tur PCR iirliniinden 2 pl
eklendi. Karisimi iceren tlipler thermalcycler ciha-
zina yerlestirilerek(1siklus) 95°C’de 5dk, 30 siklus
icin 95°C’de 1dk, 58°C’de 1 dk, 72°C’de 2 dk ve
(1 siklus) 72°C’de 10 dk olacak sekilde nested PCR
islemi gerceklestirildi.

Birinci ve Ikinci tur PCR fiiriinleri (cDNA) %2’lik
agarozda yiiriitiilerek UV altinda gézlemlendi [12].

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA):
Bu amagla ticari ELISA test kiti (Bio-X Coronavirus

ELISA Kit) kullanildi. Gaita 6rnekleri iiretici firma
tarafindan belirlenen uygulama yonergesi dogrultu-
sunda islenerek 450 nm filtre absorbanslar1 okun-
mak suretiyle sonuglar degerlendirildi [2,7].

Human Rectal Tiimoér (HRT) hiicre kiiltiirii ha-
zirlanmasi: Azot tankinda muhafaza edilen HRT
hiicre kiiltiirit 37°C’lik benmaride hizli bir sekil-
de ¢ozdirildi, 3-5X105/ml hiicre olacak sekilde
%10 FCS iceren GMEM vasat1 ile sulandirilarak
25 ecm?’lik flasklara 7,5 ml konarak 37°C’de ve %5
CO,’li ortamda monolayer hiicre kiiltiirii hazirlandi
[3,5,8].

Hiicre kiiltiiriinde BCV izolasyonu: Gaita 6rnek-
lerinden hazirlanan siipernatantlardan 100 pl 25
cm?’ lik flasklarda iiretilen HRT hiicre kiiltiirlerine
ekimleri yapildi. Bu amagla, %90 monolayer olarak
iireyen HRT hiicre kiiltiirlerinin vasatlar1 dokiildd,
3 kez 10pg/ml pankreatin, 100 IU/ml penicilin, 100
mg/ml streptomicin ve 10 pl/ml partricine igeren
GMEM vasati ile hiicre yiizeyleri yikandi ve 7,5 ml
pankreatinli GMEM vasat1 konarak 1 saat silireyle
37°C’de inkube edildi. Inkubasyon periyodu sonun-
da flasklardaki hiicrelerin yiizeyleri 3 kez pankrea-
tinli GMEM vasat ile yikandi ve her flaska 10pg/
ml pankreatin iceren 7,5 ml GMEM vasati konarak
37°C’de %5 CO,’li etiivde inkubasyona birakildi.
Her gaita 6rmeginden ekim yapilan 4 flask hiicre
kiiltiirtinden ikisine her iki giinde bir 500 pg/ml saf
pankreatin soliisyonundan 25’er pl eklendi. Hiicre
kiiltiirleri 10 giin siireyle her giin CPE olusumlari
yoniinden kontrolleri yapilarak her 6rnegin 3 kor
pasaj1 gerceklestirildi [6,8,17].

Bulgular ve Tartisma

Gaita Orneklerinde BCoV varliginin saptanmasi:
Ishalli buzagilardan toplanan 100 adet gaita 6rnek-
lerinden 2 adetinde (%2) RT-PCR ile BCoV varligi
pozitif olarak tespit edildi.

Human Rectal Tiimor (HRT) hiicre kiiltiiriinde
BCoV izolasyonu: Gaita drneklerinden hazirlanan
stipernatantlardan HRT hiicre kiiltiirlerine yapilan
ekimlerde 3 kor pasaj sonrasinda, BCoV izolasyo-
nu yapilamadi [2,6], yapmis oldugu ¢aligmada, 116
eriskin sigirdan alman gaita 6rneklerini BCoV an-
tijenleri yoniinden ELISA ile, 919 eriskin sigirdan
alman kan 6rneklerini Coronavirus spesifik antikor-
lar1 yoniinden mikronétralizasyon testi ile incelen-
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digini, elde edilen veriler sonucu erigkin sigirlarda
Coronavirus enfeksiyonunun yaygin oldugunu ve
yeni doganlarin Coronavirus enfeksiyonlarinda,
eriskin sigirlarin da bir epidemiyolojik kaynak
olarak degerlendirilmesi gerekliligini ortaya koy-
mustur. Erdogan ve ark.,(2003) Kars ve yoresinde
neonatal buzagilarda BRV ve BCoV’unun yaygin-
liginin belirlenmesi amaciyla yaptiklar ¢alismada,
neonatal buzagilarda ishal insidensi %28,8 olarak
bulunurken BRV ve BCoV’larin prevalanslarini
sirastyla %31,1 ve %2,2 olarak belirlemislerdir.
Tiirkiye’nin 16 farkli ilinden toplanan 1-30 giin-
liik ishalli buzagiya ait 185 gaita 6rneginin 48’inde
(% 25,9) BRYV, 27’sinde tek basina BRV, 24’iinde
(% 13) BCoV, 8’inde tek basina BCoV, 9’unda
BRV+BCYV birlikte tespit edilmistir [6]. Ishal semp-
tomu gosteren 83 buzagidan saglanan gaita drnekle-
rinin 52’sinde (%61,4) BRV ve BCoV yoniinden et-
kenlerin varliginin saptandigini, 52 olgunun 7’sinde
(%13,4) BRV ve BCoV ile mix enfeksiyonlar oldu-
gunu, 37 (%71,1) olguda sadece BRV ve 8 (%15,4)
olguda sadece BCoV etkenlerinin varliginin ELISA
teknigi ile saptandigini bildirmistir [2,20], tarafin-
dan 180 ishalli sigirdan saglanan gaita ve nazal svap
orneklerinin kontrolii sonucunda gaita 6rneklerinin
%3 tinde, nazal svap Orneklerinin %31’inde virus
izolasyonu yapilmak suretiyle BCoV enfeksiyonu-
nun varlig1 saptanmistir. Arastiricilar ishalli buzagi-
lar ile ayn1 ahirda bulunan saglikli goriiniimlii bu-
zagilarin nazal svap 0rneklerinin % 25 inde BCoV
varligimi bildirmislerdir.

[1] yaptiklar1 caligmada, ishal goriilen 8 haf-
talik 108 buzagidan topladiklar1 gaita drneklerinde
ELISA metodu ile BCoV oraninin %38,9 olarak
saptandigini bildirmislerdir.

[17], tarafindan Cin’de yapilan arastirmada
buzagilarda ishallerin ilk 2 aylik dénem ig¢inde ol-
dugunu, morbidite oranin %98,8 (78/79), mortalite
oraninin %10 (8/79) olarak saptandigini, ¢aligma-
larinda 10 adet ishalli buzagilara ait gaita 6rnek-
lerinin BCoV yoniinden 10 drnekten HA-HI ile 4
(%40) adetinde, ELISA metodu ile 6 (%60) adetin-
de BCoV’un pozitif bulundugunu bildirmislerdir.

[22], Endonezya’da ishalli 78 buzagiya ait gai-
ta orneklerinde BCoV oranini %5 olarak saptamis-
lardur.

[9], tarafindan 121 sigir gaitasinda BCoV an-
tijenleri yoninden ELISA metodu ile yapilan tara-

malarda, 121 gaita 6rneginin 6’sinda (%5) serbest,
85’inde (%70) ise BCoV’larinin immunglobulinleri
ile complex halde olduklarini tespit ettikleri bildi-
rilmistir.

[15], ishal goriilen 8 buzaginin gaitalari {izerin-
de yaptiklari ¢aligmada 1 buzagida ayn1 hafta iginde
gaita ve nasal svaplarinda BCoV’u tespit ettiklerini,
bir buzagida dogumdan sonraki 4. haftada 6nce ga-
itada sonra 6. haftada nasal svaplarinda, bir buza-
gida ise 9. haftada gaita 6rneginde, 10. haftada ise
nasal svaplarinda BCoV tespit ettiklerini bildirmis-
ler, BCoV epidemiyolojisinde buzagi ishallerinde
respiratorik formun, virus sagimi yoOniinden iize-
rinde durulmasmin gerekliligini vurgulamislardir.
Tarafimizdan yapilan bu ¢alismada ishal goriilen
100 buzagiya ait gaita Orneklerinden 2’sinde %2
oraninda ELISA ve RT-PCR ile BCoV antijenleri
tespit edilmistir. Tespit edilen bu oran [10], tarafin-
dan bildirilen orana yakin olmasina ragmen, ayni
tespit oraninin yapilan diger bazi ¢aligmalarda bildi-
rilen [1,2,9,15,20,22] oranlardan ¢ok diisiik oldugu
gOriilmustiir.

BCoV’unun meydana getirdigi enteritis vaka-
lar1 buzagilarin yasina, immun sistemin durumuna,
virus susuna ve dozuna bagl olarak degisiklik gos-
terir. Ozellikle kolostrum almamis geng buzagilar-
da siddetli ishal ortaya ¢ikar. Buzagilarda enteritis
vakalarmda virus sa¢ilimi enfeksiyonu izleyen giin-
lerde azalacagindan ishal goriilen buzagilarda en-
feksiyonun ilk 2 gilinlinde gaita 6rneginin alinmasi
ve alinan 6rneklerin soguk zincir altinda dondurul-
madan laboratuarlara génderilmesi BCoV unun tes-
pitinde 6nemlidir. Gaita 6rneklerinin BCoV yoniin-
den uygun olmayan sartlarda muhafaza edilmesi ve
buzagilarda belli bir tedavi siireci sonrasi analiz i¢in
gaita Orneklerinin laboratuvara gonderilmesi BCoV
tespitini zorlagtirmaktadir.

Deneysel enfeksiyonlarda virus inokulasyonu-
nu takiben 48 saat sonra sar1 ishal belirtileri gelisir
ve 3-6 giin siirer. Bu periyotta virus gaitada sapta-
nabilir [21,22]. Ancak direkt gaita slipernatanti ile
yapilan patojenite calismasinda buzagilarda ishal
ile karakterize klinik bulgularin saptanamamasi-
nin, RT-PCR ile BCoV pozitif gaita 6rneklerindeki
BCoV’nun inaktif olmasindan kaynaklandig: diisii-
niilmektedir. Bu sonug¢ bize, buzagilarda enteritis
vakalarinda BCoV unun tespitinde virus sagiliminin
enfeksiyonu izleyen giinlerde azalacagindan, ishal
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goriilen buzagilarda enfeksiyonun ilk 2 giiniinde
gaita 0rneginin alinmasi ve alinan 6rneklerin soguk
zincir altinda dondurulmadan laboratuarlara gonde-
rilmesinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Tarafimizdan yapilan bu ¢alismada BCoV ora-
nimin disiik bulunmasi (%2) ve virusun izole edi-
lememesinin, gaita drneklerinin buzagilarda ishale
kars1 bir tedavi uygulandiktan sonra alinmasindan
ve gonderilme esnasinda soguk zincire uyulmama-
sindan kaynaklanabilecegi, ayrica [9], tarafindan da
bildirildigi iizere, gaita 6rneklerinde BCoV’larmin
immunglobulinleri ile complex halde olduklarin-
dan, o6zellikle ELISA ile diisiik oranda bulundugu
kanaatine varilmistir.
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Ozet: Calisma, subklinik mastitisli ineklerde siit ve siit hiicrelerinde Vitamin C diizeylerinin belirlenmesi amaciyla
yapilmustir. Siit 6rneklerinde somatik hiicre sayimi yapildt ve 6rnekler kontrol (1-87 x 1000 hiicre), mastitli 1. grup
(154-380 x 1000 hiicre), 2. grup (418-812 x 1000 hiicre), 3. grup (914-1928 x 1000 hiicre) ve 4. grup (2614-8050 x 1000
hiicre) olacak sekilde gruplandirildi (n=12). Siit hiicrelerinde ve siit serumunda (yag1 ve hiicreleri alinmig) Vitamin C
diizeyleri belirlendi ve Vitamin C ve siit somatik hiicre sayis1 arasindaki korelasyonlar hesaplandi. Ayrica alinan siit nu-
munelerinden mikrobiyolojik ekim yapilarak, etken izolasyonu ve identifikasyonu yapildi. Subklinik mastitisli siitlerde
(1, 2, 3, ve 4. gruplar) pg/10° hiicredeki Vitamin C diizeyleri kontrol grubundan diisiik olarak bulunurken (p<0,001),
stit hiicresi Vitamin C diizeyleri ile siit somatik hiicre sayisi arasinda pozitif bir korelasyon belirlendi (r=0,469, p<0,001
n=60). Siit serumu sonuglari ele alindiginda mastitli 4. grup Vitamin C diizeyleri diger mastit gruplarina (p<0,05) ve
kontrol grubuna (p>0,05) gore diisiik oldugu goriildii. Ayrica siit serumu Vitamin C diizeyleri ile siit somatik hiicreleri
arasinda negatif bir korelasyon saptandi (r=-0,420, p<0,01 n=60). Sonug olarak subklinik mastitisin derecesi ile ilgili
olarak somatik hiicre sayisinin arttigi, siit serumu Vitamin C diizeylerinin diistiigii, birim hiicre basina diisen Vitamin C
diizeylerinin azaldig1, Vitamin C diizeyleri ile mastit arasinda bir bagintinin oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Subklinik mastitis, Vitamin C, Siit Somatik Hiicre Sayisi, Identifikasyon

Effects of Subclinical Mastitis on Milk Somatic Cells and Milk Vitamin C Levels in Cows

Abstract: In this study, it was aimed to determine the levels of Vit C in milk and milk cells of subclinical mastitic cows.
Somatic cell count was determined in the quarter milk samples of all animals and the groups were scored control (1-87
x 1000 cells), mastitic 1 group (154-380 x 1000 cells), 2™ group (418-812 x 1000 cells), 3 group (914-1928 x 1000
cells) and 5™ group (2614-8050 x 1000 cells) (n=12). Milk serum and milk cell Vitamin C levels were determined and
the correlation between Vitamin C levels and somatic cell count were evaluated. Also microbiological diagnosis was
conducted. In subclinical mastitic milks, Vitamin C levels (ng/10° cell) were lower compared to control group (p<0,001)
and positive correlation was determined between milk cell Vitamin C levels and somatic cell count (r=0,469, p<0,001
n=60). As regards milk serum, Vitamin C levels were lower in the Sth group compared to the other mastitic (p<0,05)
and control groups (p>0,05). There was a negative correlation between milk serum Vitamin C levels and somatic cell
count (r=-0,420, p<0,01 n=60). In conclusion, it was found that somatic cell count was elevated with the mastitis levels,
gradually, Vitamin C levels per cell and in milk serum decreased in mastitis. It is also found that there was a correlation
between Vitamin C levels and mastitis.

Key words: Sublinical Mastitis, Vitamin C, Somatic Cell Count, Identification

Giris bakteriyolojik degisimlerle meme glandular doku-
sundaki patolojik degisimleri kapsar [19]. Klinik
mastitis olgularinda siit ve meme dokusunda énemli
yangisal belirtiler goriiliirken, subklinik mastitiste
gozle goriiliir degisiklikler olusmamaktadir. Bu ne-
denle subklinik mastitis uzun siire ve daha yaygin

Mastitis hayvan saghigini tehdit etmesinin yan
sira ciddi ekonomik kayiplara neden olan ve insan
saglig1 ve beslenmesi agisindan da 6nemli olan bir
problemdir. Mastitis siitteki fiziksel, kimyasal ve
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bir sekilde devam etmekte ve daha fazla ekonomik
kayiplara neden olmaktadir [4].

Subklinik mastitis goriilme siklig1 Tiirkiye’de
%30 olarak belirlenmis, goriilme sikliginin bol-
gelere gore farklilik gosterdigi bildirilmistir; Kars
yoresinde yapilan ¢alismada bu oran %15.78 iken,
Afyon ilinde % 43.7, Konya yoresinde %23, Hatay
ilinde %48 ile %71, Cukurova bdlgesinde %58 ola-
rak bildirilmistir [13]. Ayrica kooperatifler biinye-
sindeki isletmelerde bu oranlarin, biiyiik isletmele-
re gore daha yiiksek oldugu (% 61.3 inek, % 26.7
meme lobu) da bildirilmistir [23]. Bu durum; bdl-
genin sicaklik ve nem oraninin yiiksek olmasindan
kaynaklanabildigi gibi, sagim ve altlik yonetimin-
den de direkt olarak etkilenmektedir [28].

Somatik hiicreler meme dokusundan siite kari-
san epitel hiicreleri ve yangi veya travma durum-
larinda kandan meme bezine gecen lokositlerden
olusmaktadir. Siit somatik hiicrelerinin %75’ini
16kositler (lenfosit, notrofil ve makrofaj) %25’ini
de epitel hiicreleri olusturur [19]. Meme dokusu
enfeksiyonlarinda siitteki 16kosit ve epitel hiicre
sayilar artar [4]. Saglikli meme somatik hiicre sa-
yist 100.000 hiicre/ml’den az kabul edilirken [18],
meme i¢i enfeksiyon gelistiginde enfeksiyona kar-
s1 artan immun yanita paralel olarak 10kosit sayisi
(6zellikle notrofiller) dnemli 6lgiide artar. Bu sayi-
nin, California Mastitis Test (CMT) siipheli olanlar-
da 150.000-500.000, CMT (+) olanlarda 400.000-
1.500.000, CMT (++) olanlarda 800.000-5.000.000
ve CMT (+++) olanlarda ise 5.000.000’dan fazla
sayida oldugu bildirilmektedir [1, 4, 5].

Yang1 sirasinda I8kositlerde meydana gelen
artis, mikroorganizmalara kars1 viicudun savunma
sistemlerinden birini olusturmakta ve serbest radi-
kal iiretimini artirmaktadir. Serbest radikal eslen-
memis elektron tasiyan atom veya atom gruplaridir.
Bu molekiillerin artmasi sonucu meydana gelen ok-
sidatif hasara bagli olarak, membran biitiinliigliniin
bozuldugu, DNA hasarlarinin oldugu proteinlerin
yap1 ve fonksiyonlarmin degistigi bildirilmektedir
[16]. Serbest radikallerin zararl etkilerine kars1 or-
ganizmada antioksidan olarak ifade edilen koruyucu
mekanizmalar vardir. Bu koruyucu mekanizmalarin
bir kism1 serbest radikal olusumunu 6nlerken, bir
kismi ise olusmus serbest radikallerin zararh etkile-
rini Onlemektedir. Artan serbest radikaller ve mev-
cut antioksidan molekiiller arasindaki dengesizlik

oksidatif strese sebep olmaktadir [11]. Serbest radi-
kallerin zararl etkilerinden korunmak icin hiicreler
enzimatik ve nonenzimatik antioksidan savunma
sistemlerini kullanirlar. Bunlar baslica; superoksid
dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi enzi-
matik ve glutatyon, a-tokoferol, karotenoidler ve
Vitamin C (Vit C) gibi enzimatik olmayan mole-
kiillerdir [11, 20]. Eschericia coli ile deneysel ola-
rak enfekte edilen Holstein ineklerde 24 saat sonra
alman siit 6rneklerinde Vit C diizeylerinin mastitis
derecesinin artmasi ile birlikte dnemli diizeyde diis-
tiigii bildirilmistir [25]. Develerde de mastitisli stit-
lerdeki Vit C diizeyleri sagliklilara gore daha diisiik
olarak belirlenmistir [12]. Yapilan aragtirmalarda;
antioksidanlar diizeyinde meydana gelen azalmanin
mastitis riskini arttirabilecegi ve antioksidan takvi-
yesinin ise bunun onlenmesinde etkili olabilecegi
belirtilmektedir [21, 22].

Subklinik mastitis olusumunda rol oynayan
patojenler kontagiyoz (S. aureus, S. agalactia ve S.
bovis) ve gevresel (E. coli, P. aeruginosa, S. uberis,
S. chromogenes ve diger koagulaz negatif stafilo-
koklar) olarak simiflandirilmaktadir. Son yillarda
diinyada subklinik mastitis etkenleri arasinda koa-
gulaz negatif stafilokolar (KNS) ilgi ¢ekmektedir.
KNS’ler subklinik mastitise neden oldugundan son
yillarda birgok iilkede subklinik mastitisin dnemli
etkenlerinden biri olarak kabul edilmektedir [2].

Sunulan g¢aligmada farkli derecelerde subkli-
nik mastitisli siitlerde (yag1 ve hiicreleri alinmis) ve
hiicrelerinde Vit C diizeylerinin belirlenmesi, Vit C
ve somatik hiicre sayis1 arasindaki olas1 korelasyo-
nun incelenmesi amaglandi. Ayrica mastitis etkenle-
rinin tespiti yapilarak patojenler ile Vit C diizeyleri
arasindaki bagint1 incelendi.

Materyal ve Metod
Materyal

Laktasyonun ayni doneminde olan 4-5 yas araligin-
daki Holstein 1rk1 inekler ¢aligmanin hayvan mater-
yalini olusturdu. Meme bas1 temizlenip %70’lik al-
kol ile silindikten sonra ilk sikim siit atilarak her bir
meme lobundan 45-50’ser ml siit 6rnekleri alindi.
Ineklerin her bir meme lobundan alman siit rnekle-
ri California Mastitis Test (CMT) ile muayene edi-
lerek, CMT reaksiyonlarina (- negatif, -/+ siipheli,
+1, +2, +3) gore gruplandirildi.
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Metot

Somatik Hiicre Sayimi

Calismada subjektif [9] bir metod olan CMT skor-
lamasina gore alinan siit 6rneklerinde somatik hiic-
re saymmi yapildi ve yeniden yapilan skorlamada
ornekler, kontrol (1-87 x 1000 hiicre), mastitli 1.
grup (154-380 x 1000 hiicre), 2. grup (418-812 x
1000 hiicre), 3. grup (914-1928 x 1000 hiicre) ve
4. grup (2614-8050 x 1000 hiicre) olarak grup-
landirildi (n=12). Alinan siit 6rneklerine, hiicrele-
ri koruma amagli, 0.05 ml %24 mg sodyum azid
(Sigma-Aldrich) eklendi. Somatik hiicre sayimi
yari-otomatik bir cihaz olan ve flowsitometri pren-
sibi ile ¢alisan Bentley BactoCount IBCm (Bentley
Instruments Inc.,Chaska, MN, USA) ile gercekles-
tirildi.

Biyokimyasal Analizler

Biyokimya laboratuvarina getirilen siitler, siit seru-
mu ve slit hiicrelerinin ayrimlanmasi i¢in 600 g’de
4°C’de 10 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iist-
teki yag tabakasi koton bir aparat ile alinarak, yagi
ve hiicreleri uzaklastirilan, slipernatant (siit serumu)
eppendorf tiiplere aktarildi, Vit C analizi i¢in, iizeri-
ne %6’ lik Triklor asetik asit (TCA, 1 birim serum+2
birim TCA) eklenerek analizler i¢in -86°C sogutu-
cuda saklandi. Santrifiij sonras1 dipteki pellet, so-
guk PBS ile 2 defa yikandi. Her yikama sonrasinda
600 g’de 4°C’de 10 dk santrifiij edildi. Yikanmis
hiicre pelleti PBS ile 2 ml’ye tamamlandi. Hiicreler
10 sn siireli, 30 sn sogutmali, 5 tekrarli olacak se-
kilde sonike edildi (Bandelin, Sonopuls, HD 2070,
Almanya). Sonikasyon sonrasinda homojenatlar
13000 g’de 4°C’de 15 dk santrifiij edildi. Hiicre ho-
mojenizasyon siipernatantlari, lizerine %6°lik trik-
lor asetik asit (TCA, 1 birim serum+2 birim TCA)
eklenerek, analizler i¢in -86°C sogutucuda saklandi.
Analizden hemen 6nce siit serumu ve hiicre homo-
jenizasyon silipernatantlart ¢ozilindiiriildii ve 1000
g’de 4°C’de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatantlarda
Vit C analizi yapildi.

Vitamin C Analizi

Siit serumu ve hiicre slipernatantlarinda Vit C anali-
zi Haag [5]’ 1 metoduna gore yapildi: Askorbik asit
hafif oksitleyici etkenlerle dehidro askorbikasite
donisiir, dehidro askorbik asit hafif asit soliisyon-
larda yavas bir sekilde diketogulonikasite doniisiir.

Dehidro askorbik asit ve diketogulonik asit, 2,4-di-
nitrofenilhidrazin (DNPH) ile reaksiyona girerek
bis 2.,4-dinitrofenilhidrazonu olusturur. Sonugclar
pg/ml ve pg/10%hiicre olarak verildi.

Mikrobiyolojik Muayene

Laboratuvara getirilen siit numuneleri ncelikle
bakteriyoskopi amaciyla Gram boyama yapilarak
mikroskopta incelendi ve bakteriyoskopik bulgular
kayit edildi. Antibiyotik bulunmayan steril plastik
numune kaplaria alinan siit numunelerinin, Kanlt
Agar, MacConkey Agar’a ekimleri yapildi ve 37°C’
de 2-3 giin siire ile aerobik ortamda inkiibe edil-
dikten sonra iireyen koloniler bakteriyolojik testler
kullanilarak identifiye edildi. Ayrica tiim bu numu-
nelerden Sabouraud Dextrose Agar’a ekimler yapi-
larak 25°C’ de 7-10 giin siireyle aerobik ortamda in-
kiibe edildikten sonra Aspergillus spp., ve Candida
spp. yoniinden cins diizeyinde identifikasyonlari
arastirildi [15, 17].

Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen degerler SPSS 15.0 programinda
ANOVA ile degerlendirilerek, gruplararasi farkli-
liklar Duncan testi ile ortaya konuldu. Korelasyon
analizleri i¢in Pearson Korelasyon uygulandi ve
p<0.05 6nem diizeyinde 6nemli kabul edildi.

Bulgular

Alman siit 6rneklerinden hazirlanan hiicre ho-
mojenatt siipernatantlarinin 1 ml’sindeki somatik
hiicre sayilart ile Vitamin C (pg/ml ve pg/10° hiicre)
diizeyleri Tablo 1’de sunuldu.

Tablo 1. Saglikli ve mastitisli siitlerde hiicre sayilar1 ve
Vitamin C diizeyleri (n=12, Ort=SH)

_ Imlhiere - yominC  Vitamin C
siipernatantindaki /ml /105 hiicre
hiicre sayis1 x 1000 ne s
Kontrol 247-3153 1,18+0,12* 2,47+0,75 ®
1. grup 3751-7620 1,31+0,16 * 0,23+0,02°
2. grup 7641-15484 4,10£1,05° 0,41+0,11°
3. grup 22155-43087 1,6240,25* 0,06+0,01°
4. grup 35507-170560  5,23+1,37° 0,07+0,02 °

p * *

* 1 p<0,001, a, b: Ayni siitundaki farkli harfler birbirinden istatistiki
acidan farklidir.
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Siit hiicre Vit C diizeyleri ile siit somatik hiicre
sayilar1 arasinda pozitif bir korelasyon belirlendi ve
Figiir 1’de sunuldu.

18,00
16,00 °
14,00
12,00 ®
10,00
goo | § o
6,00
4,00 o

y=5E-05x+ 1,438

Vitamin C (pg/ml)

0,0 20000,040000,060000,080000,0100000,020000,0

Sit Somatik Hicre (x1000)

Figiir 1. Siit hiicrelerinde Vitamin C diizeyleri ile so-
matik hiicre sayilar1 arasindaki korelasyon (r=0,469,
p<0,001 n=60)

Alman siit 6rneklerinin 1 ml’sindeki somatik
hiicre sayilar1 ve siit serumundaki Vit C diizeyleri
Tablo 2’de sunuldu.

Tablo 2. Saglikli ve mastitisli siitlerde Vitamin C diizey-
leri (n=12, Ort+SH)
1 ml siitteki

Vitamin C

hiicre sayis1 x 1000 pg/ml
Kontrol 1-87 23,78+0,55%
1. grup 154-380 26,53+0,742
2. grup 418-812 25,4042,53%
3. grup 914-1928 24,79+1,28°
4. grup 2614-8050 19,89+2,04°
p sk

* 1 p<0,05, a, b: Ayni siitundaki farkli harfler birbirinden istatistiki ag1-
dan farkhidir.

Tablo 3. Mastitisli siitlerden (n=12, toplam 48 adet siit)
izole edilen patojenler

Patojenler Say1 (%)
CNS (Coagulase Negative Staphylococcus) 20 (41,6)
Streptococcus spp. 2 (4,16)
Bacillus spp. 4(8,32)
Maya 2 (4,16)
Miks Enfeksiyon 3 (6,25)
Etkenli 31 (64,58)
Etkensiz 17 (35,42)
Toplam mastitisli siit say1st 48 (100)

KNS ve diger patojenler arasinda Vit C diizeyleri yoniinden 6énemli bir
farklilik belirlenmedi (p>0.05).

Mastitis 4. grup Vit C diizeyleri diger mastitis
gruplarma (p<0.05) ve kontrol grubuna (p>0.05)
gore diisiik olarak belirlendi.

Siit serumlarindaki Vit C diizeyleri ile siit so-
matik hiicreleri arasinda negatif bir korelasyon be-
lirlendi ve Figiir 2°de sunuldu.
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4000 6000 8000 10000

Sitsomatik hiicre (x 1000)

Figiir 2. Siit serumunda Vitamin C diizeyleri ile somatik
hiicre sayilar1 arasindaki korelasyon (r=-0,420, p<0,01
n=60)

Tartisma ve Sonug

Mastitis siit sigirciligmin 6nemli problemlerinden
birisini olusturmakta ve etkiledigi her bir meme
lobunda siit iiretimini baskilayarak ciddi ekono-
mik kayiplara sebep olmaktadir. Calismamizda siit
hiicrelerinin sonikasyonundan sonra elde edilen sii-
pernatantta ve yagi ve hiicreleri uzaklastirilmig siit
serumlarinda Vit C diizeylerinin degisimi, Vit C ile
somatik hiicre sayilar1 arasindaki korelasyonlar be-
lirlenmistir. Sonugta saglikli ve mastitisli siitlerin
degerleri arasinda 6nemli farkliliklar gozlenmistir.

Saglikli siit serumundan elde edilen Vit C dii-
zeyleri saglikli inek siitlerinde bildirilen diizeyler
ile uyum gostermistir [8, -25]. Caligmamizda masti-
tisli siitlerdeki Vit C diizeylerinin yalnizca 4. grup-
ta grupta diistiigii belirlenmigtir. Weiss ve ark. [25]
Eschericia coli ile deneysel olarak mastitis olusturu-
lan Holstein 1rk1 ineklerde 24 saat sonra alinan siit
orneklerinde Vit C diizeylerinin mastitis derecesinin
artmasi ile birlikte 6nemli diizeyde diistigiinii bil-
dirmislerdir. Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalacia ve Echericia coli ile mastitisli ineklerde
kan serumu Vit C diizeylerinde de bir diislis bildi-
rilmistir [10].
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Somatik hiicreler meme dokusundan siite kari-
san epitel hiicreleri ve yangi veya travma durum-
larinda kandan meme bezine gegen l0kositlerden
olusmaktadir. Siit somatik hiicrelerinin %75’ini
lokositler (lenfosit, nétrofil ve makrofaj) %25’ini
de epitel hiicreleri olusturur [19]. Meme dokusun-
da enfeksiyon olustugunda stitteki 16kosit ve epitel
hiicre sayilari artar [4]. Saglikl1 bir memede somatik
hiicre sayis1 200.000 hiicre /ml’den az kabul edilir-
ken [4, 18], meme i¢i bir enfeksiyon gelistiginde
enfeksiyona karsi artan immun yanita paralel ola-
rak 16kosit sayisi (6zellikle notrofiller) 6nemli 61-
clide artar. Calismamizda siit hiicrelerinde yapilan
Vit C analizlerinde, pg/ml tizerinden degerlendiril-
diginde ozellikle 4. grupta yiiksek Vit C diizeyleri
belirlenmistir. Somatik hiicre sayisinin ¢ok fazla
artmasi (4. grupta) ile nisbi bir Vit C artis1 oldugu
disiiniilmektedir zira pg/106 hiicre lizerinden de-
gerlendirildiginde, mastitis derecesi arttikca Vit C
diizeylerinde azalma goriilmiistiir ancak istatistiki
fark sadece kontrol grubu ile gézlenmistir. Yapilan
literatiir taramalarinda saglikli ve mastitisli siitler-
de somatik hiicre Vit C diizeylerinin belirlendigi bir
calismaya rastlanilmamistir. Ancak Weiss ve Hogan
[26] lipolisakkarit (LPS) uygulamasi ile olusturu-
lan mastitiste, siit notrofil hiicrelerini izole ederek
dondurma ve ¢oziindiirme yontemi ile hiicre lizisi
saglamis ve HPLC metodu ile Vit C diizeylerini
belirlemislerdir. Buna gore siit ndtrofillerindeki Vit
C diizeylerini 80-90 pmol/10° hiicre (yaklasik 0,15-
0,17 pg/106 hiicre) olarak bildirmislerdir. Sunulan
calismada Vit C diizeylerindeki farklilik metodolo-
jinin farkli olmasinin yanisira hiicre farkliligindan
da kaynaklanabilir zira elde edilen hiicre pelleti tim
stit somatik hiicreleri yanisira mikroorganizma Vit
C diizeylerini de icermektedir. LPS ile olusturulan
yangi sirasinda siit notrofillerindeki Vit C diizeyleri
ayn1 hayvanlardaki kan nétrofillerinden 3 kat daha
yiiksek olarak belirlenmistir [26]. Insan nétrofille-
ri aktive edildiginde nétrofillerin ortamdan Vit C
alimi 10-30 kata kadar artmaktadir [24]. Vitamin
C’nin ozellikle 16kositlerdeki diizeylerinin plazma
diizeylerine gore oldukga yiliksek oldugu da bildi-
rilmistir [7]. Vitamin C’nin nétrofillerce alimi, yan-
g1 sirasinda hiicre icinde meydana gelen oksidatif
hasarin 6nlenmesi amaciyla olabilir [24]. Siit n6t-
rofillerindeki Vit C diizeylerinin yiiksekligi, meme
yangist sirasinda siitteki nétrofillerin, kandakine
gore daha fazla aktive olmasiyla ilgili olabilir [26].

Sunulan ¢alismada hiicre Vit C diizeyleri ve siit so-
matik hiicre sayisi arasinda pozitif bir korelasyon
belirlenmistir (p<0,001). Bu bulgular arastiricilarin
bulgulart ile uyumlu goriilmektedir. Ayrica siit se-
rumu Vit C diizeyleri ile 1 ml siitteki somatik hiicre
sayis1 arasinda belirlenen negatif korelasyon da, Vit
C’nin siit hiicreleri tarafindan ortamdan alindigini
ve kullanildigin1 gosterebilir. Bagpinar ve ark. [3] in
vitro kan 16kositlerinin dis ortamdan Vit C aliminin,
dozun artigina baglh olarak, arttigini, ayrica Vit C
dozu yiikseldikge, aktive edilen l6kositlerin, fago-
sitik ve mikrobisidal aktivitelerinin arttigini bildir-
mislerdir. Wiess ve Hogan [26] LSD ile olusturulan
mastitis modelinde disaridan Vit C takviyesinin siit
hiicrelerinde ve siitte Vit C diizeylerini etkilemedi-
gini bildirmislerdir. Diger yandan E.coli ile olustu-
rulan mastitis olgusunda siit Vit C diizeylerinde dii-
siis bildirmisler ve bakteriyel ve bakteriyel olmayan
mastitise memenin Vit C yanitinin farkl oldugunu
diistinmiiglerdir [25].

Subklinik mastitis olusumunda rol oynayan
patojenler kontagiyoz (S. aureus, S. agalactia ve S.
bovis) ve cevresel (E. coli, P. aeruginosa, S. uberis,
S. chromogenes ve diger koagulaz negatif stafilo-
koklar) olarak siniflandirilmaktadir [2]. Son yillarda
diinyada subklinik mastitis etkenleri arasinda koa-
gulaz negatif stafilokoklar (KNS) dikkat cekmekte-
dir. Stafilococcus aureus gibi major patojenlerden
farkli olarak KNS’ler subklinik mastitise sebep
oldugundan ayrica antibiyotiklere kars1 direng ge-
listirdiginden son yillarda birgok iilkede subklinik
mastitisin 6nemli etkenlerinden biri olarak gortil-
mektedir [14]. Subklinik mastitiste KNS’lerin diger
etkenlere gore daha baskin oldugu Yager [27] ile
Tiriit ve ark. [23] tarafindan bildirilmistir. Sunulan
calismanin mikrobiyolojik sonuglar1 degerlendiril-
diginde de KNS’lerin oranmin (%41,6) diger tim
patojenlere (%18,9) gore daha yiiksek oldugu go-
rilmiistiir. KNS ve diger patojenler arasinda Vit C
diizeyleri yoniinden 6nemli bir farklilik belirlenme-
mistir.

Sonug olarak subklinik mastitisin derecesi ile
ilgili olarak somatik hiicre sayisinin arttigi, birim
hiicre basina diisen Vitamin C ve siit serumu Vit C
diizeylerinin diistiigii belirlenmis ve siitteki soma-
tik hiicre sayisi arttikca hiicrelerin Vit C ihtiyacinin
arttig1 ve bu ihtiyacin siit serumundan hiicre icine
Vit C aliminin artirilarak giderilmeye caligildigr dii-
siintilmiistir.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez

Cilt 27, Sayi 1, 2016, 21-26



26 Peker Akalin P ve ark. Subklinik Mastitisli ineklerde Siit ve Siit Hiicrelerinde Vitamin C Diizeyleri

Tesekkiir

Sunulan calismada, Mustafa Kemal Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunca (24.04.2014
tarih ve 2014-04/1 no’lu karari) izin verilen ve
Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri tarafindan desteklenen 12161 no’lu proje-
nin artan numuneleri kullanilmistir.

Kaynaklar

1. Alagcam E, (1988). Meme Hastaliklari, (in) Sigir Hastaliklari,
E Alagam, M Sahal. eds. Ankara, Medisan Yayinlari, p.
389-425.

2. Albenzio M, Taibi L, Muscio A, Sevi A, (2002). Prevalence
and etiology of subclinical mastitis in intensively anaged
flocs and related changes in the yield and quality of ewe
milk. Small Rum Res. 43: 219-226.

3. Bagpmar N, Bas AL, Haliloglu S, Elmas M, Yazar E (1998)
The effects of intracellular Vitamin C concentrations on
Bovine Neutrophils Functions In vitro, Revue Med Vet.
149:931-938

4. Bastan A, (2010). Ineklerde Meme Sagligi ve Sorunlari.
Ankara, Kardelen Ofset Matbaacilik, 1, p. 105-134.

5. Bastan A, Kaymaz M, Findik M, Eriinal N, (1997). Ineklerde
subklinik mastitislerin elektriksel iletkenlik, somatik hiicre
sayis1 ve california mastitis test ile saptanmasi. A.U. Vet.
Fak Derg. 44: 1-5.

6. Haag W, (1985). Zur methodik und praktischen Bedeutung
der Vitamin C - Best immung be im Rind in Vergangenheit
und Gegenwart. Inaugural Dissertation. Justus Liebig
Universitaet, Giessen.

7. Haliloglu S, Bagpinar N, Bag AL, Elmas M, (1999). Sigirlarda
plazma, mononiikleer ve polimorf niikleer 16kosit vitamin
¢ diizeyleri ile baz1 biyokimyasal parametreler arasindaki
iligkiler. Eurasian J Vet Sci. 15: 83-88.

8. Hidiroglu M, Ivan M, Batra TR, (1995). Concentrations of
Vitamin C in plasma and milk of dairy catle. Ann Zootech.
44:399-402.

9. Holtgrew-Bohling K,(2016). Large Animal Clinical
Procedures for Veterinary Technicians. Third Edition,
Elsevier Inc, Missouri, US. p:445.

10. Kleczkowski M, Klucinski W, Snaktur A, Sikora J,(2005).
Concentration of ascorbic acid in the blood of cows with
subclinical mastitis. Pol J Vet Sci. 8: 121-125.

11. Miller JK, Brzezinska-Slebodzinska E, Madsen FC, (1993).
Oxidative stress, antioxidants, and animal function. J Dairy
Sci. 76: 2812-2823.

12. Mohamed HE, Mousa HM and Beynen AC,(2005). Ascorbic
acid concentrations in milk from Sudanese camelsJournal
of Animal Physiology and Animal Nutrition. 89: 35-37.

13. Mutluer B, (2001). Siit Inekgiliginde Mastitis Sempozyumu,
04-05 Mayis, Burdur. Akdeniz Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Yaym Unitesi. 2: 1.

14. Pyorala S and Taponen S, (2009). Coagulase-negative
staphylococci - Emerging mastitis pathogens. Veterinary
Microbiology. 134: 3-8.

15. Quinn PJ, Carter ME, Markey BK, Carter GR, (1994).
Clinical Veterinary Microbiology. Mosby-Year Book
Europe Limited, Lynton House, London WCIHILB,
England. s: 209-236.

16. Ramos VA, Ramos PA, Dominguez MC, (2000). The role
of oxidative stress in inflammation in patients with juvenil
rheumatoid arthritis. J Pediatr. 76: 125-132.

17. Schultz R, Smith PJ, Hogan KL, Love JS, (2004).
Antimicrobial susceptibility of mastitis pathogens from
first lactation and older cows. Veterinary Microbiology.
102 : 33-42.

18. Sharma N, (2003). Epidemiological investigation on sub-
clinical mastitis in dairy animals: Role of vitamin E and
selenium supplementation on its control. MVSc. Thesis,
[.G.K.V.V,, Raipur (C.G.) India.

19. Sharma N, (2007). Alternative approach to control intrama-
mmary infection in dairy cows. A review. Asian J Anim Vet
Adv. 2: 50-62.

20. Stahl W and Sies H, (1997). Antioxidant defense: vitamins
E and C and carotenoids. Diabetes, 46: 14-18.

21. Simsek H, Aksakal M, (2006). Subklinik mastitisli inekler-
de E vitamininin plazma A vitamini, beta- karoten, glutat-
yon peroksidaz, rediikte glutatyon ve siit A vitamini diizey-
lerine etkisi. Firat Univ Saglik Bil Derg. 20: 199-203.

22. Tekes Y, (2006). Streptozotosin ile diabet olusturulmus fa-
relerde aspirin ve E vitamininin dokularda lipid peroksidas-
yonu ve antioksidan sisteme etkisinin arastirilmasi. Yiiksek
Lisans Tezi, Kahramanmaras Siit¢ii Imam Univ, Fen Bil
Enst, Kahramanmaras.

23. Turut N, Ergiin Y, Dogruer G, Savasan S, Yoldas A, (2008).
Tiirkiye'nin Giineyindeki Siit Sigircihgi Isletmelerinde
Subklinik Mastitisin Prevalansi, Etiyolojisi ve Etkenlerin
Antibiyotik  Duyarliliklari. III.  Veteriner Jinekoloji
Kongresi (Uluslararas1 Katilimli), Antalya: 18-19.

24. Wang Y, Russo TA, Kwon S, Chanock S, Rumsey SC,
(1997). Ascorbate recycling in human neutrophils: induc-
tion by bacteria, Proc Natl Acad Sci USA, 94:13816-13819.

25. Weiss WP, Hogan JS, and Smith KL, (2004). Changes in
vitamin C concentrations in plasma and milk from dairy
cows after an intramammary infusion of Escherichia coli.
J. Dairy Sci. 87:32-37.

26. Weiss and WP and Hogan JS, (2007). Effects of Dietary
Vitamin C on Neutrophil Function and Responses
to Intramammary Infusion of Lipopolysaccharidein
Periparturient Dairy Cows. J Dairy Sci. 90: 731-739.

27. Yagci IP, (2008). Koyunlarda Subklinik Mastitis: Etiyoloji,
Epidemiyoloji ve Tam Yontemleri. Kafkas Univ Vet Fak
Derg. 14: 117-122.

28. Yang JN, Wei N and Wen LF, (2012). Month-wise preva-
lence of subclinical mastitis in dairy cows in guangdong

province, China Journal of Integrative Agriculture. 11: 166-
169.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez

Cilt 27, Sayi 1, 2016, 21-26



Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2016; 27 (1): 27-37

Sig1ir ve Koyunlarda Es Zamanh Brusella ve Sap Asis1 Uygulamalarinin
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Ozet: Buzag: ve kuzularda brusella ve sap asilarmin es zamanli, farkli noktalardan uygulanmast ile farkli zamanlarda
uygulanmasi arasinda olusan antikor titrelerinin karsilagtirmali olarak arastirilmasi amaglanmistir. Parenteral brusella ve
sap asis1 23 adet buzagi ve 105 adet kuzuda ¢aligilmis ve 12 ay siire ile antikor titreleri izlenmistir. Konjuktival brusella
ve sap asist 91 adet buzagida calisilmig ve 2 ay siire ile antikor titreleri takip edilmistir. Asilama gruplari, her ¢alisma
grubunda hayvanlar tige boliinerek elde edilmis ve bu gruplara tek basina sap asisi, tek basina brusella asisi ve eg zaman-
11 2 as1 uygulamasi gergeklestirilmistir. Asilamalardan 6nce ve asilama sonrasinda 14, 28, 60, 90, 180 ve 360. giinlerde
kan numunesi alinmistir. Brusella antikor titresi serum agliitinasyon testi ile sap antikor titresi serum nétralizasyon testi
ile saptanmigtir. Sonug olarak brusella ve sap asilariin simultane olarak uygulanmasinda sap asist antikor titrelerinde
diisme goriilmezken brusella antikor titrelerinde genel olarak artig tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Antikor, asi, beraber, brusella, sap hastalig

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

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

Key words: Antibody, brucellosis, FMD, simultaneous, vaccine

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris
Sap hastalig1 Picornaviridae familyasina bagh Ap-
htovirus genusuna ait bir virus tarafindan meydana

getirilmektedir [12,15]. Virus zarsiz olup tek zincir-
li RNA tagimaktadir [7,12,15].

Brusella, Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Teskilat1 (FAO), Diinya Saghk Orgiiti (WHO),
Uluslararasi Salgin Hastaliklar Ofisi (OIE) tarafin-
dan diinyada en yaygin zoonoz olarak kabul edil-
mektedir.

Brucellosis, campylobacteriosis, salmonello-
sis ve chlamydiosis koyunlarda en ¢ok tespit edilen
atik etkenlerindendir [14,20]. 2003-2007 yillar1 ara-
sinda Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisiine gonderilen 463 adet aborte koyun fetu-
sundan en fazla oranda (% 30,02) Brucella izole ve
identifiye edilmistir [20]. Brusella insanlarda klasik
olarak titreme ile yiikselen ates, asir1 terleme, bas
agrisi, halsizlik, bel ve yaygin viicut agrilari ile sey-
reden kronik zoonotik infeksiyonlara neden olmak-
tadir [3,14].

*Caliyma aym zamanda TAGEM/HS/11/01/02/181 nolu TAGEM Projesidir.
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Sap asis1 inaktif, adjuvantl bir as1 iken brusella
asist atteniie bir asidir. Ulkemizde 2012 Ocak ay1
itibari ile sigirlara konjuktival S19, koyunlara kon-
juktival Rev.1 asis1t uygulanmaktadir.

Asilarin beraber uygulanmasinda 3 yol kulla-
nilmaktadir. Ayn1 anda farkli noktalardan simultane
asilama seklinde uygulanmaktadir. Ya da kombine
asilama ismi ile nitelendirilen ya 2 asmin uygula-
madan hemen Once birlestirilip tek enjeksiyonla
verilmesi seklinde ya da iiretim esnasinda 2 farkli
asinin birlestirilerek tek siseye konulmasi seklinde
olmaktadir.

Ulkemizde halen koyun-keci vebasi asis1 ve
sap asist simultane olarak uygulanmaktadir.

1970 yilindan sonra Fransa’da sap ve inaktif
brusella agilar1 genis capta kombine as1 seklinde
uygulanmistir. Calismalarda beklenen titreler elde
edilmistir [9].

Garcia-Carillo ve ark. (1978), Kathuria ve ark.
(1976) simultane asilamada canli atteniie asilarin
sap asisina olan immun yanit1 azalttigini ileri stir-
miiglerdir. Daha sonra Ortadogu ve Afrika’da sigir
vebasinin tekrar goriilmesi ile Hedger ve arkadasla-
r1 1986 yilinda Umman Sultanligi’nda sap ve sigir
vebasi i¢in simultane asilama galismasi yapmuistir.
Hedger ve arkadaslar1 hayvanlari 3’e ayrilip sadece
sap, sadece s1gir vebasi ve sap+sigir vebasi simulta-
ne sekilde uygulamistir. Asilamalarin yapildig giin,
21. giin ve 42. giinde kan numuneleri alinip her iki
titre tayini i¢in ndtralizasyon testi uygulanmistir.
Gruplar arasi fark istatistiki ¢alismalar yapilarak
ortaya konulmustur. Hedger ve arkadaglart 1986
yilinda simultane asilamanin titre kaybi olmaksizin
giivenle kullanilabilecegi sonucunu bulmuslardir.
Afrika ve Ortadoguda inaktif sap asisi ve atteniie
s1gir vebasi agis1 simultane olarak iilke hayvanlarina
uygulanmustir.

Mastan ve ark. [16] brusella ve sap hastaligina
kars1 kombine agilamanin sonuglarini gérmek i¢in
bir ¢alisma yapmuslardir. Her grubun 5 adet kobay-
dan olustugu 8 grup olusturmuslardir. Gruplar; 1-
Sadece canli brusella S19 asis1 2- Sadece sap asisi
3- Canli brusella S19 ve sap asilamasi (simultane)
4- Canli brusella S19 ve sap asilamasi (kombine) 5-
Sadece inaktif brusella S19 asis1 6- Inaktif brucella
S19 ve sap asilamasi (simultane) 7- Inaktif brusella
S19 ve sap asilamasi (kombine) 8- Kontrol olarak

dizayn edilmistir. Sap asis1 olarak formolle inaktive,
aliminyum hidrokside adsorbe, saponinli trivalan
as1 kullanilmigtir. Sap virusunun inaktivasyonunda
kullanilan formoliin canli brusella asisi1 lizerinde za-
rarli etkisi olup olmadig1 ortaya konulmaya calisil-
mustir. Yapilan invivo ve invitro deneylerde formo-
liin kombine as1 icerisindeki brusella S19 {izerinde
hicbir zararli etkisinin olmadigi tespit edilmistir.
Kobaylara asilamadan sonra epriivasyon calisma-
st uygulanmigtir. Canli brusella S19 ve sap asilar
gerek simultane gerekse kombine olarak uygulan-
diginda tek yapilan canli brusella asilamasina gore
daha iyi epriivasyon sonuglart vermistir. Canli bru-
sella S19 ile kombine sap asilariin inaktif brusella
S19 ile kombine sap asilarina gore titre degerleri ve
epriivasyon degerleri daha yiiksek ¢ikmistir. Bu du-
rum canlit as1 ile inaktif asiy1 kombine etmenin iki
inaktif as1iy1 kombine etmeye gore daha iyi titre ve-
recegi goriigiine katki sunmustur. Bu ¢alismada disi
ve erkek kobaylar arasinda herhangi bir fark tespit
edilmemistir.

Ilk simultane asilama calismalarindan birini
Castaneda ve ark. [6] yapmistir. Sap asisi ve canli
vesiculer stomatitis asgis1 4-6 aylik buzagilara simul-
tane sekilde boynun iki yanindan yapilmstir. ilk
asilamadan 3-4 ay sonra agilamalar tekrarlanmuistir.
Sonug olarak agilar ayr1 ayri yapildiklarinda olugan
antikor titresi daha yiiksek olmamustir.

Ivanyi ve ark. [11] atteniie viral diare asisi ile
inaktif sap asisin1 simultane uygulamislardir. 18 si-
gir li¢ gruba ayrilarak bir gruba iki as1 beraber, bir
gruba sadece atteniie viral diare asisi, bir gruba sa-
dece sap asist yapilmigtir. On haftalik siirede kan
numunesi almip notralizasyon testi yapilmis ve ep-
riivasyon uygulanmistir. Hem nétralizasyonda hem
epriivasyon ¢aligmasinda simultane agilama yapilan
grubun diger gruplardan farki bulunamamustir.

Hedger ve ark. [10] 3 gruba ayrilan toplam 118
sigir lizerinde simultane asilama calismasi yapmis-
tir. Bir gruba trivalan sap asis1 yapilmis, bir gruba
atteniie doku kiiltiirii si8ir vebasi asis1 yapilmis ve
diger gruba da her iki a1 simultane bir sekilde boy-
nun farkli bélgelerinden yapilmistir. Serolojik yanit,
viriis notralizasyon testi ile gézlenmistir. Simultane
sekilde yapilan asilamada ayr1 ayr1 yapilanlara gore
serolojik cevapta onemli derecede farklilik tespit
edilmemistir.
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Domuz yavrularina De Clercq ve ark. [8] inak-
tif, adjuvantli sap ve atteniie klasik domuz atesi
asilarii simultane uygulamislardir. Klasik domuz
atesi ile beraber sap asis1 yapilan domuzlarda yal-
niz sap asist yapilanlara gore antikor cevabinda bir
degisiklik olmaz iken simultane yapilan asilamada
klasik domuz atesine kars1 olusan antikor titresi tek
as1 yapilan gruba gore daha yiiksek elde edilmistir.

Farkli bir ¢alismayi ise Srinivas ve ark. [17] sap
ve s1gir vebasi agist saha kosulari altinda simultane
sekilde yapilarak asili hayvanlarda olusan antikor
iiretiminin gelismesinde interferens etkinin olup ol-
madig1 arastirmistir. Sonug olarak asilar yalniz veya
simultane yapildiklarinda herhangi bir yan etki ol-
maksizin ayni serolojik cevabi olusturmustur.

Calisgmanin amaci 2 asinin ayni anda farkl
noktalardan uygulanmasi ile olusan antikor titresi-
nin izlenerek, simultane asilamaya zemin olusturul-
masidir.

Materyal ve Metot
As1

Asilamalarda Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii
tarafindan tiretilen Brucella abortus S19 geng asist
(buzag icin, deri alt1 ve konjuktival), Brucella me-
litensis Rev.1 geng asis1 (kuzu i¢in, deri alt1 ve kon-
juktival) ve Sap Enstitiisii tarafindan {iretilen sap
agist (s1gir ve koyunlar i¢in) kullanilmigtir. Sap asist
olarak Turvac Oil Bivalan, 10/11 seri nolu as1 kulla-
nilmastir. Brucella abortus S19 asist olarak 2009/6
seri nolu as1 ve Brucella melitensis Rev.1 asis1 ola-
rak 2010/1 seri nolu as1 kullanilmustir.

Antijen

Brusella antikor titrelerini belirlemek igin ticari
olarak Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii tarafin-
dan {iretilen Brucella tiip agliitinasyon antijeni; sap
virus antikorlart igin BHK-21 An31 hiicresi ve 100
TCIDS0 virus kullanilmgtir.

Hayvanlar

Parenteral brusella ve sap asis1 23 buzagi ve 105 ku-
zuya uygulanmistir. Konjuktival brusella ve sap asi-
lamas1 91 adet buzagiya uygulanmistir. Parenteral
calismaya alinan buzagilar 90-117 giinliik, kuzular
3-6 ayliktir. Konjuktival ¢aligmaya alinan buzagilar
95-178 giinliiktiir. Calismada Montofon 1rki buzagi

ve Merinos 1rki1 kuzular kullanilmistir. Gruplar olug-
turulurken yaslara gore dagilim yapilmistir. Hay-
vanlar arasinda bakim ve beslenme acisindan fark
bulunmamaktadir. Caligmalar Konya’nin Kadinha-
n1 Ilgesi’nde bulunan TIGEM’e ait Altinova Tarim
Isletmesi’nde yapilmustr.

Serum

Asilamalardan once ve asilama sonrasinda 14, 28,
60, 90, 180 ve 360. giinlerde alinan kan serumlarin-
daki antikor titre diizeyleri belirlenmistir.

Deneme ve kontrol gruplarimin secimi

105 kuzu, 23 buzagi ve 91 buzagidan olusan 3 grup
halinde ¢aligsmalar yapilmistir. Belirli giinlerde ali-
nan kan numunelerinde antikor titre tayini i¢in test-
ler yapilmistir. Sap antikor titresi i¢in serum not-
ralizasyon testi, brusella antikor titresi i¢in serum
agliitinasyon testi uygulanmistir.

Deneme gruplari

1 Nolu deneme grubu: buzagi, parenteral brusella
ve sap asis1 uygulamasi

2 Nolu deneme grubu: buzagi, konjuktival brusella
ve sap asisi uygulamasi

3 Nolu deneme grubu: kuzu, parenteral brusella ve
sap asist uygulamasi

Kontrol gruplari

1 Nolu kontrol grubu: buzagi, parenteral brusella
asis1 uygulamasi

2 Nolu kontrol grubu: buzagi, konjuktival brusella
asis1 uygulamasi

3 Nolu kontrol grubu: buzagi, tek doz sap asis1 uy-
gulamasi

4 Nolu kontrol grubu: buzagi, 2 doz sap asisi uygu-
lamast

5 Nolu kontrol grubu: kuzu, parenteral brusella agisi
uygulamasi

6 Nolu kontrol grubu: kuzu, tek doz sap asis1 uygu-
lamasi

7 Nolu kontrol grubu: kuzu, 2 doz sap asist uygu-
lamast1

8 Nolu kontrol grubu: kuzu, 3 doz sap asist uygu-
lamasi
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Sap asis1 prospektiisiine gore ilk asilamay1 takiben
1 ay sonra ikinci doz as1 uygulanmustir. Ikinci asila-
madan 5 ay sonra 3. doz as1 uygulanmistir.

As1 ve asillama takvimi

Tablo1. Asilama takvimi

Asilamalar
0. Giin 28.Giin 2.Ay 3.Ay 6.Ay 12.Ay
Sap+Br. S+B S| S S
Sap S S B S S
Br. B $ $ $ $

Brucella abortus S19 geng asisi, disi danalara
boyundan deri alt1, Brucella melitensis Rev.1 geng
asis1 disi ve erkek kuzulara scapulanin gerisinden
deri alt1 tatbik edilmistir. Konjuktival as1 konjukti-
va ya da konjuktival keseye damlatilmistir. Bivalan
yag adjuvantli sap asisi ise deri alt1 yolla tatbik edil-
mistir. Sifirinct giin ve asilamalardan sonraki anti-
kor titresinin artisin1 gézlemlemek i¢in 14, 28, 60,
90, 180 ve 360. giinlerde kan alimmustir. Bagisiklik
brusella agisinda asilamadan 21 giin sonra, sap asi-
sinda asilamadan 28 giin sonra sekillenmektedir.

Serolojik testler

Serum agliitinasyon testi

Brusella antikor titre tayini i¢in kullanilmistir. Dok-
san alt1 gozli U tabanli plate’in serum diliisyonu
i¢in 6 gozii kullanilmistir. Reaksiyonlarin okunma-
sinda g6z aldanmalarin1 6nlemek ve hataya diisme-
mek i¢in her testte bir kontrolle ¢alisilmistir (Aslan-
tag, 2006).

Serum nétralizasyon testi

Sap antikor titre tayini i¢in kullanilmistir. 96 gozlii
plate’lerde BHK-21 An31 hiicresi %70-80 mono-
layer hale geldiginde kullanilmigtir. Viruslarin 0,1
100 TCIDS50 olacak sekilde dilusyonlar1 yapilarak
test protokoliine uygun sekilde titre tayini yapilmig-
tir (Sap Enstitiisii Protokolit).

istatistik sonuclar

Onemlilik testlerine gegmeden 6nce veri setleri pa-
rametrik test varsayimlarindan olan normallik ve
varyanslarin homojenligi yoniinden sirasiyla Sha-
piro Wilk ve Levene testi ile incelenmistir. Elde
edilen sonuclara gore ayr1 ayri her bir zamanda ali-
nan Ol¢iimler icin gruplar arasi farkin anlamliligt
parametrik test varsayimlarini saglayan degiskenler
icin Student T testi ile saglamayanlar i¢in ise Mann
Whitney U testi ile incelenmistir. Sonuglar mini-
mum %S5 hata pay1 ile degerlendirilmistir. SPSS14.1
paket programindan yararlanilmistir.

Bulgular

Serum nétralizasyon testi sonugclari

Notralizasyon testi ile sap antikor titresi belirlen-
mistir. 1/22 ve lizeri titreye sahip hayvanlar hastali-
ga kars1 bagisik kabul edilmektedir. Buzagilarda ve
kuzularda 1/4 ve >1/44 arasinda degisen maternal
antikor titreleri bulunmaktadir. Gruplandirmalar yas
g0z Oniine alinarak yapildigindan maternal antikor-
lu hayvanlar gruplara genelde homojen sekilde da-
gilim gostermistir.

Tablo 2. Parenteral brusella ve sap asis1 uygulanan buzagilarda O tipi sap antikorlarinin titre dagilimi

<18 18 U1l 1/16 1/22 1/32 1/44 1/64 1/96 1/128 1/192 1/256 1/362 1/512 >1/512 n
S+B 1 2 1 1 2 1 8
14. Giin
1 1 4 1 1 8
S+B 1 1 1 3 1 1 8
5 28.Giin
2 111 1 3 1 8
8 S+B 11 1 2 2 7
& 2 Ay
= S 1 2 1 3 1 8
S +B 1 2 1 1 1 1 7
& 3.Ay 3
S 1 302 1 1 8
S+B 302 1 1 7
6. Ay
s 2 1 1 1 8
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Agiklama: Notralizayon testinde 1/22 ve iizeri
titreye sahip hayvanlarin hastaliga karsi korundugu
g0z oniine alindiginda 14. giin sonuglarina gore si-
multane asilamada buzagilarin 5/8’1 bagisik iken sa-
dece sap asilamasi yapilan grupta buzagilarin 2/8’1
bagisiktir. 28. giinde simultane grup 7/8 oraninda
bagisik iken sadece sap asilamasi yapilan grup 5/8
oraninda bagisiktir. 2. ayda simultane grup 6/7, sap
grubu 7/8 oraninda bagisik, 3. ayda simultane grup
7/7, sap grubu 7/8 oraninda bagisik, 6. ayda simul-

tane grup 1/7, sap grubu 2/8 oraninda bagisiktir. 6
ayda antikor titrelerindeki diismeler O tipi viriis ya-
pisindan kaynaklanmakta olup genel bir durum ola-
rak degerlendirilmektedir. Gruplardaki hayvanlarda
korumay1 saglayan en diisiik titre baz alinarak ya-
pilan karsilastirmalarda simultane grubun daha iyi
titre verdigi sonucuna ulasiimaktadir. Istatistiki ola-
rak yapilan karsilastirmalarda es zamanli agilama
yapilan gruptaki buzagilarin O tipi antikor titresi ile
yalniz sap asilamasi yapilan grup arasinda istatistiki
olarak fark bulunmamustir (p>0,05).

Tablo 3. Parenteral brusella ve sap asis1 uygulanan buzagilarda A tipi sap antikorlarinin titre dagilimi

<1/8 1/8 1/11 1/16 1/22 1/32 1/44 1/64 1/96 1/128 1/192 1/256 1/362 1/512 >1/512 n
S+B 3 2 2 1 8
14. Giin
2 2 3 1 8
S+B 1 1 4 1 1 8
5 28.Giin
z 1 2 1 2 1 1 8
E S+B 1 1 1 1 7
2 2. Ay
= S 3 8
P B 2 1 1 7
= AR
& 3.Ay 3
S 1 2 1 1 8
S+B 1 2 1 1 1 7
6. Ay
S 1 3 1 1 2 8

Aciklama: 14. giin sonuglarina gére simultane
asilamada buzagilarin 3/8°1 bagisik iken sadece sap
asilamasinda buzagilarin 4/8’1 bagisiktir. 28. giinde
simultane grup 6/8 oraninda bagisik iken, sadece
sap asilamasi yapilan grup 4/8 oraninda bagisiktir.
2. ve 3.ayda simultane grup 7/7, sap grubu 8/8 ora-
ninda bagisik, 6. ayda simultane grup 6/7, sap grubu
8/8 oraninda bagisiktir. Gruplardaki hayvanlarda

korumay1 saglayan en diisiik titre baz alinarak ya-
pilan karsilagtirmalarda gruplarin birbiri ile uyumlu
sonug gosterdigi diisiiniilmektedir. Istatistiki olarak
yapilan karsilastirmalarda es zamanli agilama yapi-
lan gruptaki hayvanlar ile yalniz sap asilamasi ya-
pilan grup arasinda A tipi antikor titresi agisindan
istatistiki olarak fark bulunmamistir (p>0,05).

Tablo 4. Parenteral brusella ve sap asis1 uygulanan kuzularda O tipi sap antikorlarinin titre dagilimi

<1/8 1/8 1/11 1/16 1/22 1/32 1/44 1/64 1/96 1/128 1/192 1/256 1/362 1/512 >1/512 n

S+B 5 1 1 3 9 5
14. Giin
2 2 5 6 4 3
StB 6 2 4 3 4 6 2
5 28.Giin
Z S 3 1 4 4 8 4 2
8 S+B 1 5 6 4 5 3 4
& 2 Ay
5 S 2 2 4 8 4
o +B 3 3 3 6 5 3
& 3.Ay 3
s 1 1 1 2 3 2 4
S+B 5 1 2 6 3 4 4
6. Ay
S 3 1 4 3 5 2 3

|
—_
W

35
2 2 2 35

35

35

35
2 34
1 3 35
2 2 34
2 32
1 1 32
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Agiklama: 14. giin sonuglarina gore simulta-
ne astlamada kuzular 28/35 oraninda bagisik iken
sadece sap asilamasinda buzagilarin 26/35 oraninda
bagisiktir. 28. glinde simultane grup 20/35 oranin-
da bagisik iken, sadece sap asilamasi yapilan grup
23/35 oraninda bagisiktir. 2. ayda simultane grup
19/35, sap grubu 30/34 oraninda bagisik, 3. ayda
simultane grup 26/35, sap grubu 29/34 oraninda
bagisik, 6. ayda simultane grup 18/32, sap grubu
21/32 oraninda bagisiktir. Gruplardaki hayvanlarda
korumay1 saglayan en diisiik titre baz alinarak ya-
pilan karsilagtirmalarda genel olarak sap grubunun
titrelerinin yliksek oldugu gortinmektedir. Bunun

sebebi olarak simultane grupta maternal antikor
gosteren hayvan 1/35 oraninda iken sap grubunda
32/35 olmasindan kaynaklandigi diistinilmektedir.
Calismadaki kuzular1 yetistiren isletme kayitlarin-
da kuzularin dogum tarihi bulunmadigindan grup-
landirmada yas esas alinamamistir. Bu sebeple sap
grubuna maternal antikoru yiiksek kuzular istegimiz
disinda denk gelmistir. 2. ayda es zamanl grubun
O tipi antikor titresi yalniz sap asilamasi yapilan
grubun antikor titresinden istatistiki olarak diisiik
cikmistir (p<0.05). Bu durumunda maternal antikor
sebebi ile kaynaklandigi diistintilmektedir.

Tablo 5. Parenteral brusella ve sap asis1 uygulanan kuzularda A tipi sap antikorlarinin titre dagilimi

<1/8 1/8 1/11 1/16 1/22 1/32 1/44 1/64 1/96 1/128 1/192 1/256 1/362 1/512 >1/512 n

StB 1 1 1 3 5 6
14. Giin
1 1 1 1 3 5 5
_S+B 2 3 2 5 8 6
5 28.Giin
3 1 4 3 1 3 2 12
8 S+B 2 2
g 24y .
P SB 1 1 5 1 3
=y +
> 3. Ay 3
S 11 1 6
S+tB 1 2 32 4
6. Ay
S 2 1 1 4

6 5 4 2 1 35
3 2 2 35
35
35
35
34
1 35
34
1 32
1 32

2
4
2

W 9 N N

N A N W

BN W R NN W

N N = W L R =

N W R W SN D

—_ = = K~ 3 O
A = O B

o

Aciklama: 14. giin sonuclarma gore simulta-
ne astlamada kuzularin 32/35°1 bagisik iken sadece
sap asilamasi yapilan grupta kuzularm 31/35°1 ba-
gisiktir. Bu sekilde 28. giinde simultane grup 28/35
oraninda bagisik iken, sadece sap asilamasi yapilan
grup 26/35 oraninda bagisiktir. 2. ayda simultane
grup 35/35, sap grubu 34/34 oraninda bagisik, 3.
ayda simultane grup 33/35, sap grubu 33/34 oranin-
da bagisik, 6. ayda simultane grup 29/32, sap grubu

30/32 oraninda bagisiktir. Gruplardaki hayvanlarda
korumay1 saglayan en diisiik titre baz alinarak yapi-
lan karsilastirmalarda genel olarak birbirine yakin
koruma diizeylerinin saglandig1 goriilmektedir. Is-
tatistiki olarak yapilan karsilastirmalarda es zaman-
11 agilama yapilan gruptaki hayvanlar ile yalniz sap
asilamasi yapilan grup arasinda A tipi antikor tit-
resi agisindan istatistiki olarak fark bulunmamistir
(p>0,05).

Tablo 6. Konjuktival brusella ve sap asisi uygulanan buzagilarda O tipi sap antikorlarinin titre dagilimi

<1/8 1/8 1/11 1/16 1/22 1/32 1/44 1/64 1/96 1/128 1/192 1/256 1/362 1/512 >1/512 n

S+B 11 2
5 14. Gin
Z 1 1
8 S4B 4 3 5 2 3 1
‘a. 28. Giin
= 303 3 2 5
2 S+B 1 2
o
& 2. Ay

S 1 1 1 3

3 1 3 4 5 3 8 31
1 2 2 3 3 4 12 29
3 2 1 30
1 1 29
3 2 5 1 2 30
2 3 2 4 5 6 28
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Agiklama: 14. giin sonuglarina gore simultane
asilamada buzagilarin 31/31°1 bagisik iken sadece
sap asilamasinda buzagilarin 29/29’u bagisiktir. 28.
giinde simultane grup 12/30 oraninda bagisik iken,
sadece sap asilamasi yapilan grup 12/29 oraninda
bagisiktir. 28. giinde sap asisinin rapeli yapilmasi
ile 2. ayda simultane grup 30/30, sap grubu 27/28
oraninda bagisik olmustur. Gruplardaki hayvanlar-

da korumay1 saglayan en diisiik titre baz alinarak
yapilan karsilastirmalarda genel olarak birbirine ya-
kin koruma diizeylerinin saglandig1 goriilmektedir.
[statistiki olarak yapilan karsilastirmalarda es za-
manli agilama yapilan gruptaki hayvanlar ile yalniz
sap asilamasi yapilan grup arasinda O tipi antikor
titresi agisindan fark bulunmamistir (p>0,05).

Tablo 7. Konjuktival brusella ve sap asisi uygulanan buzagilarda A tipi sap antikorlarinin titre dagilimi

<1/8 1/8 1/11 1/16 1/22 1/32 1/44 1/64 1/96 1/128 1/192 1/256 1/362 1/512 >1/512 n

S+B 3 3 4 2 5 3
£ 14. Giin

2 4 4 3 2 6 2
8 S+B 1 1 5 5 6 1
‘2. 28. Giin

= 2 1 1 3 5 5 5
< S+B 1 1

o

> 2. Ay s

1 2 3 1 1 1 1 1 31
1 2 1 3 1 29
4 3 1 1 1 29
1 3 3 29

3 2 10 14 31
1 2 1 6 5 14 29

Agiklama: 14. giin sonuglarina gore simultane
asilamada buzagilarin 21/31 oraninda bagisik iken
sadece sap asilamasinda buzagilarin 18/29 oraninda
bagisiktir. 28. glinde simultane grup 22/29 oranin-
da bagisik iken, sadece sap asilamasi yapilan grup
22/29 oraninda bagisiktir. 2. ayda simultane grup
30/31 oraninda sap grubu 29/29 oraninda bagisik-
tir. Gruplardaki hayvanlarda korumay1 saglayan en
diisiik titre baz alinarak yapilan karsilastirmalarda
genel olarak birbirine yakin koruma diizeylerinin
saglandig1 goriilmektedir. Es zamanli grubun anti-
kor titresi ile yalniz sap asilamasi yapilan grubun

antikor titresi arasinda istatistiki olarak fark tespit
edilmemistir (p>0,05).

Serum agliitinasyon testi sonuclari

Agliitinasyon testi ile brusella antikor titresi be-
lirlenmistir. Bu testte 1/10 antikor titresi humoral
immun yanitin kabul edildigi en kiiciik titre degeri
olarak kabul edilmistir. Parenteral ¢alismada bru-
sella maternal antikoru bulunmazken, konjuktival
calismada 3 hayvanda 1/10 titrede maternal antikor
tespit edilmistir. Bu hayvanlar gruplara homojen se-
kilde dagilmistir.

Tablo 8. Parenteral brusella ve sap

<1/10 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 >1/320 n sayis1

asist uygulanan buzagilarda brusella

antikor titre dagilimi 14. Giin

28. Giin

2. Ay

3. Ay

Brusella antikor

6. Ay

12. Ay

S+B

S+B

S+B

S+B

S+B

1 4 2 1 8

11 2 3 7

2 2 3 1 8

1 2 4 7

S4B 1 4 2 7
16 7

1 5001 7
1 6 7
7 7
6 6
5 5
5 5
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Agiklama: 14. giin ve 28. giin sonuglarina gore
hem simultane hem brusella asis1 yapilan gruptaki
hayvanlarin tamaminda immun yanit sekillenmistir.
2. ayda simultane grup 6/7, brusella grubu 7/7 ora-
ninda immun yanit vermistir. 3. ayda simultane grup
ve brusella grubu 6/7 oraninda immun yanit vermis-
tir. 6 ve 12. Aylarda hayvanlarda immun yanit be-
lirlenememistir. Bunun sebebi ¢alismada kullanilan
buzagilarin 90-117 giinliik olmasi ve brusella agi-

sinda geng¢ hayvanlardaki humoral immun yanitin
kisa siirmesinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
Gruplardaki hayvanlarda korumayi saglayan en
diisiik titre baz alinarak yapilan karsilagtirmalarda
genel olarak birbirine yakin koruma diizeylerinin
saglandig1 goriilmektedir. Sadece 2. ayda brusella
grubu istatistiki olarak simultane gruptan daha yiik-
sek titre degeri vermistir (p<0,05).

Tablo 9. Parenteral brusella ve sap

<1/10 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 >1/320 n say1si

asist uygulanan kuzularda brusella
antikor titre dagilimi

Brusella antikor

12. Ay

StB 1 2 1 9 15 7 35
B 1 1 1 12 15 4 34
S+B 5 17 10 3 35
B 2 3 16 9 2 34
S+B 11 11 3 34
B 11 10 9 3 33
S+B 11 13 10 34
B 18 11 2 1 32
StB 14 16 1 31
B 21 9 1 31
S+B 18 9 27
B 17 6 23

Agiklama: 14. giin simultane grup 34/35 ora-
ninda, brusella grubu 33/34 oraninda ve 28. giin
sonuglarma goére simultane grup 35/35 oraninda
brusella grubu 32/34 oraninda, 2. ay simultane grup
25/34 oraninda brusella grubu 22/33 oraninda, bru-
sella grubu 22/33 oraninda, 3. Ay simultane grup
23/34 oraninda, brusella grubu 14/32 oraninda, 6.
Ay simultane grup 17/31 oraninda brusella grubu
10/31 oraninda, 12.ay simultane grup 9/27, brusel-

la grubu 6/23 oraninda immun yanit gostermistir.
Immun yanitin bu kadar uzun siirmesinin sebebi
kuzularin 3-6 aylik olmasindan kaynaklandigi di-
stiniilmektedir. Gruplardaki kuzularda immun yanit
baz alinarak yapilan karsilastirmalarda genel olarak
simultane grupta daha yiikksek immun yanit alindig:
goriilmektedir. Tim karsilagtirmalarda es zamanl
gruptan istatistiki olarak daha yiiksek antikor titresi
elde edilmistir (tiim gruplarda p<0,005).

Tablo 10. Konjuktival brusella ve sap

<1/10 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 >1/320 n sayis1

asist uygulanan buzagilarda brusella

antikor titre dagilimi 14. Giin

28. Gin

Brusella antikor

2. Ay

S4B 19 9 2 1 31
B 19 5 3 4 31
S4B 22 4 3 29
B 20 11 31
S+B
B

Agiklama: 14. giin simultane grup ve brusel-
la grubu 12/31 oraninda, 28. giin sonuglarina gore
simultane grup 7/29 oraninda brucella grubu 11/31
oraninda, 2. ay simultane grupta immun yanit belir-

lenemistir. Gruplarin immun yanit degerleri birbiri-
ne pareleldir. Asiin konjuktival olmasi ve buzagi-
larin 95-178 giinliik olmas1 sebebi ile immun yanitin
28. giinden sonra belirlenemedigi diisiiniilmektedir.
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Tim gruplarda es zamanh grup ile tek asilama ya-
pilan grup arasinda istatistiki fark bulunamamistir
(p>0,005).

S+B<$

r$+B<B

(%2,43

Sekil 1. Grup karsilastirmalarinin yiizdesel degerleri.

Calismanin yapildig1 gruplarin 41 adet karsi-
lastirmasinda istatistiksel olarak %80,48’inde (33
adet) simultane asilama ile tek asilama yapilan
grup arasinda farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).
Gruplarin %14,63’{inde (6 adet) Parenteral Brusel-
la ve Sap asis1 uygulanan kuzularda 14. giin, 28.

Tablo 11. Istatistiki sonuglar

giin, 2. ay, 3. ay, 6. ay ve 12. aym kan numunele-
rinde simultane grubun brusella antikor titresi sa-
dece brusella asis1 yapilan grubun antikor titresine
gore istatistiki olarak yiiksektir (p<0.05). Gruplarin
%2,43’tinde(1 adet) Parenteral Brusella ve Sap asi-
st uygulanan kuzularda 2. ayda O tipi sap antikor
titresi simultane asilanan grubun antikor titresinden
istatistiki olarak yiiksektir (p<0.05). Bunun sebebi
olarak simultane grupta maternal antikor gosteren
hayvan 1/35 oraninda iken sap grubunda 32/35 ol-
masindan kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. Calisma-
daki kuzularn yetistiren igletme kayitlarinda kuzula-
rin dogum tarihi bulunmadigindan gruplandirmada
yas esas alinamamistir. Gruplardan %2,43’tinde (1
adet) Parenteral Brusella ve Sap asis1 uygulanan bu-
zagilarda 2. ayda Brusella grubunun antikor titresi
simultane asilanan grubun antikor titresinden ista-
tistiki olarak yiiksektir (p<0.05).

Karsilastirmalarin 33 adedinde p>0.05 bulu-
narak gruplar arasi istatistiki fark bulunmamustir.
p<0,05 sonucu ile istatistiki fark olan 8 gruptaki is-
tatistiki analiz sonuglar1 su sekildedir:

Brusella ve sap as1 gruplar1 Grup Arit. ort. Standart sapma p degeri Sonug¢
Parenteral brusella ve sap buzagi S+B 1,0429 0,20702 0,033 (B >S$+B)
2. Ay brusella antikor titresi kargilagtirma B 1,2571 0,11339 0,039

Parenteral brusella ve sap kuzu S+B 1,3403 0,39855 0,002 (S>S+B)
2. Ay O tipi sap antikor titresi karsilastirma S 1,6321 0,36231 0,002

Sap ve parenteral brusella kuzu $+B 2,1074 Urhls 0,000 (S+B>B)
14. Giin brusella antikor titresi karsilastirma B 2,0688 0,42758 0,000

Sap ve parenteral brusella kuzu S+B 1,6943 U200 0,003 (S+B>B)
28. Giin brusella antikor titresi karsilastirma B 1,6000 0,35420 0,003

Sap ve parenteral brusella kuzu St+B 1,0176 0,26568 0,007 (S+B>B)
2. Ay brusella antikor titresi karsilastirma B 1,0455 0,31927 0,007

Sap ve parenteral brusella kuzu S+B 0,9912 0,23915 0,000 (S+B>B)
3. Ay brusella antikor titresi karsilastirma B 0,8688 0,22781 0,000

Sap ve parenteral brusella kuzu s 0.8742 0,16925 0:000 (S+B>B)
6. Ay brusella antikor titresi kargilastirma B 0,8065 0,16520 0,000

Sap ve parenteral brusella kuzu s 0,8000 Sl 0.000 (S+B>B)
12. Ay brusella antikor titresi karsilagtirma B 0,7783 0,13469 0,001

Tartisma ve Sonuc¢

Serum nétralizasyon test sonuglarina gore buzagi-
larda uygulanan sap ve parenteral brusella agilama-

larinda 6. ay sonuglar1 O tipi antikor titreleri A tipi-
ne sonuglarina gore nispeten daha diisiik ¢ikmaistir.
Bu durum O tipi viriis yapisindan kaynaklanan ge-
nel olarak O tipinde bagisikligin kisa siirmesinden
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kaynaklanmaktadir. Sap ve parenteral brusella agi-
lar1 uygulanan kuzulardaki O ve A tipi antikor titre-
lerinin buzagilardaki antikor titrelerinden nispeten
yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum kuzularin
3-6 aylik yasta olmasi, buzagilarin 90-117 giinliik
olmas ile kuzularin yaglar1 sebebi ile immun sis-
temlerinin daha gelismis olmasi ile izah edilebil-
mektedir. Keza ayni sebepten konjuktival brusella
calismasinda kullanilan buzagilarin 95-178 giinliik
olmas1 parenteral ¢alismada kullanilan 90-117 giin-
lik buzagilardan daha yiiksek sap antikor titresi
elde edilmesine yol agmigtir. Parenteral brusella ve
sap asis1 uygulanan kuzularin 2. ayda O tipi sap an-
tikor titresi sadece sap asilamasi yapilan grubun an-
tikor titresinden istatistiki olarak diistiktiir. Bunun,
simultane grupta maternal antikor gosteren hayvan
1/35 oraninda iken sap grubunda 32/35 olmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Calismadaki kuzu-
lar1 yetistiren isletme kayitlarinda kuzularin dogum
tarihi bulunmadigindan gruplandirmada yas esas
alinamamustir. {1k asmin yapildig: giin ayn1 zaman-
da 0. giin kanlar1 alindigindan sap grubuna maternal
antikoru olan kuzular tesadiifi olarak bir araya gel-
mistir.

Serum agliitinasyon test sonuglarina gore buza-
gilardaki parenteral agilamada brusella antikorlar1 3.
aydan sonra titre vermezken konjuktival agilamada
28. gilinden sonra titre vermemistir. Bu konjuktival
as1 icerisindeki CFU (colony forming unit) ile ilgili
beklenen bir durumdur. Kuzulardaki parenteral bru-
sella antikorlarmin 12. ayda dahi tespit edilmesi ¢a-
lismaya alinan kuzularin 3-6 aylik olmasi ve yaslari
sebebi ile daha giiglii immun yanit olusturabilme-
sinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Parenteral brusella ve sap asist uygulanan ku-
zularda 14. giin, 28. giin, 2. ay, 3. ay, 6. ay ve 12.
aym kan numunelerinde simultane grubun brusella
antikor titresi sadece brusella asis1 yapilan grubun
antikor titresine gore istatistiki olarak ytiksektir. Bu
durumun sap asisinin yag adjuvanti sayesinde oldu-
gu diistiniilmektedir. Adjuvantlar asilarda depo et-
kisi olusturarak immun sistemi daha fazla uyarmak
icin kullanilmaktadirlar. Adjuvantlar makrofajlar
stimule ederek elde edilen immunglobulin miktari-
n1 arttirmaktadirlar. Boersma ve arkadaslarinin [5]
yaptig1 caligmaya gore yagl adjuvantlarin uygulan-
masinda IL-1 en 6n plana ¢ikan sitokindir. Interld-
kinler hem humoral hem hiicresel immun yanitin

artmasinda etkili olmaktadir. Allison ve ark. [1]
yaptig1 calismaya gore yagh adjuvantlar interlokin-
ler lizerindeki etkisi ile humoral yanitta IgG1 ceva-
bin1 arttirmaktadir. Brusella antikor titre tespiti i¢in
yapilan agliitinasyon testinde simultane asilamada
brusella antikor titresinin tek yapilan asilamaya
gore daha yliksek bulunmasinin sebebi yag adjuva-
nin interlokinler tizerindeki etkisi ile Ig olusumunu
arttirmasi olarak diisiiniilmektedir. Ayrica Mastan
ve arkadaslarinin [16] kobaylarda yaptig1 calig-
maya gore canli brucella S-19 ve sap asilar gerek
simultane gerekse kombine olarak uygulandiginda
tek yapilan canli brusella asilamasina gore daha iyi
epriivasyon sonuglart vermistir. Ayrica canli bru-
sella S19 ile kombine sap asilariin inaktif brusella
S19 ile kombine sap asilarina gore titre degerleri
ve epriivasyon degerleri daha yiiksek ¢ikmistir. Bu
durum sap asisi1 igerisindeki yag adjuvantinin inter-
lokinler araciligr ile hiicresel immunite iizerindeki
etkisini gostermekte ve ¢alismamiz ile ayni sonucu
paylasmaktadir. Baska bir ¢alismada De Clercq ve
ark. [8] domuz yavrularina inaktif, adjuvantli sap ve
atteniie klasik domuz atesi asilarin1 simultane uy-
gulamislardir. Simultane yapilan asilamada klasik
domuz atesine karsi olusan antikor miktar1 tek asi
yapilan gruba gore daha yiiksek elde edilmistir. Bu
calisma da buldugumuz sonucu desteklemektedir.

Sonug olarak ¢alismada brusella ve sap asilari-
nin simultane olarak uygulanmasinda sap asis1 agi-
sindan bir titre kayb1 olmadigi belirlenmistir. Bru-
sella ve sap asilarmin es zamanli uygulanmasinda
brusellaya karsi olusan humoral yanit olumlu etki-
lenip daha yiiksek antikor titresi vermistir. Brusella
agis1 atteniie bir as1 oldugundan hiicresel immunite
ile bagisiklik olusturmaktadir. Humoral immunite
de sekillenmektedir. Brucella asisi ile elde edilen
hiicresel immunite giiniimiizde herhangi bir test ile
tespit edilememektedir. Ayn1 zamanda yeterli ola-
naklar olmamas1 nedeni ile brusella asisinin eprii-
vasyon caligsmasi yapilamamistir.

Tesekkiir

Degerli destekleri i¢in Sap Enstitiisii Idaresi’ne, Sap
Enstitiisii Epidemiyoloji Unitesi ve Kalite Kontrol
Boliimii ¢alisanlarina, TAGEM’e, TIGEM’e, Alti-
nova Tarim Isletmesi Miidiirliigii’ne ve Pendik Ve-
teriner Kontrol Enstitiisii Midirligii’ne tesekkiir
ederiz.
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Ozet: Bakterilerin paraziti olan bakteriyofajlar, kesfedildikten sonra bakteriyel hastaliklara kars1 tedavide kullanilmaya
baslanmis ancak antibiyotiklerin kesfiyle, 6zellikle Bati iilkelerinde, faj tedavisine ilgi azalmistir. Giinliimiizde antibiyo-
tiklere kars1 bakteri direncinin olugmasi dnemli bir sorun haline gelmistir. Bu durum, bakteriyel hastaliklarin tedavisinde
ve proflakside alternatif arayislari zorunlu kilmistir ve faj tedavisi yeniden ele almmustir.

Anahtar kelimeler: Bakteriyofaj, faj, tedavi

Bacteriophage Therapy

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

Key words: Bacteriophage, phage, therapy

Giris

Bakteriyofaj (faj), Eski Yunanca’da bakteriyiyen
anlamina gelir. Fajlar, 20-30 dakikalik kisa yasam
sikluslartyla, DNA ya da RNA’ya sahip, basit ya-
pida viriislerdir. Genellikle sulak alanlarda olmakla
beraber, konak¢inin oldugu her yerde bulunabilirler.

Yeryiiziinde 1031 faj partikiilii oldugu tahmin edil-
mektedir [31,41].

Memeli hiicrelerini enfekte etmeyen fajlar,
yalnizca tek bir bakteri tiiriine, ya da serotipine pa-
tojendir [32]. Bakteriyofajlar identifiye edildikten
sonra, mevcut bilgilere dayanilarak, patojenlere
kars1 antibakteriyel ajan olarak hizli bir sekilde uy-
gulanmaya baslanmistir ve yaklasik doksan yildir
farkl alanlarda da kullanilmaktadir [31].

Tarihge

[lk olarak 1896°da Ernest Hankin tarafindan Vibrio
cholerae’ya karsi bir antibakteriyel aktivitenin var-
l1g1 bildirilmistir. Nikolay Fyodorovich Gamaleya,
Bacillus subtilis izerine ¢alisirken benzer bir feno-
menin varhigm goézlemlemistir. Frederick Twort,
1915°te, bunun antibakteriyel bir virlis etkinligi

olabilecegi hipotezini savunmustur. D’Herelle, di-
zanterili hastalarin digki Orneklerinde, “invisible-
microbe” (goriinmez mikrop) olarak adlandirdigi,
bakteri icermeyen filtratlar tespit etmis, 1917°de
“bakteriyofaj fenomen”ini tanimlamis ve 1919°da
fajlar1 dizanteri tedavisinde kullanmistir [17]. Bak-
teriyofajlar, elektronmikroskopta ise ilk kez 1940°ta
Helmut Rushka tarafindan goriintiilenmistir [43].

D’Herelle, bakteriyofajin tavuk ve tavsanlarda-
ki gastrointestinal ve septisemik hastaliklarda etkin-
ligi kanitlandiktan sonra insanlar iizerinde ¢alismis,
Shigabakteriyofaj siispansiyonundan once kendi-
sine, ailesinden {i¢ kisiye ve ¢alisma arkadaslarina
oral yola uygulayarak, bunun lokal ya da genel her-
hangi bir olumsuz reaksiyon olusturmadigini kanit-
lamistir. Bu denemeler faj tedavisinin giivenilirligi
konusunda o doénem yeterli kabul edilmistir. D’He-
relle, hiyarcikli veba (Yersinia pestis enfeksiyonu)
teshisi konmus dort hastanin enfekte aksiller ve in-
guinal lenf diigiimlerine direkt olarak antiplak faj
preparasyonu enjekte etmis ve hastalar iyilesmistir.
Bilim adami1 daha sonra, Hindistan, Giircistan, ABD
ve Fransa’da faj terapi ve arastirma merkezleri ku-
rulmasina Onciiliik etmistir [42].
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Bazi sirketler 1930°dan itibaren farkli patojen-
lere kars1 fajlan ticarilestirmeye baslamistir. Pa-
ris’te, cesitli bakteriyel enfeksiyonlara karsi bes fajli
ticari preparat (Baktekolifaj, Baktorinofaj, Baktoin-
testifaj, Baktopiyofaj, ve Baktostafofaj) iiretilmis ve
bu preparatlar daha sonra Fransa’nin en biiyiik sir-
ketlerinden olacak L’Oreal tarafindan pazarlanmig-
tir. Ayrica ABD’de 1940°ta, insanlarda kullanilmak
iizere yedi faj preparati iiretilmistir. Ikinci Diinya
Savasi sonrasi antibiyotiklerin kesfiyle Bati’da te-
rapotik amagh faj kullanimi azalmasina ragmen,
ozellikle eski SSCB (Sovyet Sosyalist Cumhuriyet-
ler Birligi)’de, Giircistan ve Polonya’daki ¢alisma-
lar istikrarlt bir sekilde devam etmistir [1,41]. Giir-
cistan’da EIBMV (Eliava Institute of Bacteriophage
Microbiology and Virology, 1923) ve Polonya’da
HIIET (Hirszfeld Institute of Immunology and Ex-
perimental Therapy,1952) fajlarin aragtirilmasinda
ve {iretiminde aktif olmustur [41].

Faj tedavisi yeniden 1982’de Smith ve Bob
Huggins tarafindan tekrar canlanmis. Bati’daki ca-
lismalar, Polonya ve eski SSCB’de yapilan ¢aligma-
larin tekrar ele alinmasiyla ivme kazanmustir [31].

Glinimiizde, faj lizinleri, bakteriyel enfeksi-
yonlarin tedavisinde tek baglarina potansiyel tedavi
unsuru olarak incelenmis ve diinya ¢apinda, anti-
bakteriyel ajan olarak fajlarla ilgili 6nemli sayida
aragtirmalar yapilmistir. Ayrica FDA, 2006 yilindan
itibaren gidalarda koruyucu olarak kullanilan bazi
ticari faj preparatlarimin tiretimini onaylamistir [31].
Molekiiler biyolojinin pek ¢ok sirr1 fajlar sayesinde
¢coziilmistiir ve bakteriyofajlar hélen biyoteknolo-
ji ve molekiiler biyolojiye katkida bulunmaktadir
[17].

Fajin Morfolojisi ve Stmflandirilmasi

Biiyiikliikleri 20-200 nm kadardir. Ana yapilari-
n1 DNA ya da RNA karakterinde genetik materyal
olusturur.

Tanimlanmis fajlar genel olarak; morfolojik
ozellikleri, niikleik asit tiirii, zarf ya da lipidlerin
varligi-yokluguna gore onii¢ familyaya ayrilmistir.
Bakteriyofajlar, morfolojik &zellikleri bakimindan
farklilik gostermesine ragmen, %90°1 bas kisminda
dsDNA (doublestranded) genomu bulunduran litik
fajlardir ve ikozahedral (kiibik) simetri gosterirler.
Kapsid, bakteri hiicresinin yiizeyindeki reseptorle-
re tutunmada kullanilan, iplik¢iklerden olugmus bir

kuyrukla baglanir (Sekil 1). Kuyruk, hedef bakteri
reseptorlerine adsorbe olur ve faj DNA’s1 bakteri
hiicresine aktarilir (Resim 1) [17]. Bu fajlar; Myo-
viridae (uzun, kasilabilen kuyruk), Siphoviridae
(uzun, esnek, kasilamayan kuyruk), Podoviridae
(kisa, kasilmayan kuyruk) olmak {izere morfolojik
olarak ii¢ temel aileye ayrilirlar [32].

Niikleik Kapsid
asit

Kuyruk .—’Egyun
iplikcikleri

Sekil 1. Fajin morfolojisi

Resim 1. Myoviridae familyasindan T4 fajin elektron
mikroskop goriintiisii [16]

Yasam Dongiisiine Gore Fajlar

Fajlar, litik ve lizojenik siklus olmak tizere iki tiir
yasam dongiisiine sahiptir. Litik (viriilent) fajlar;
sayilarinin gittik¢e artmasi (otodozajlama), normal
florada minimal bozulma, diigiik toksisite, antibiyo-
tiklerle capraz diren¢ olusturmama, hizli iyilesme
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saglama gibi bir dizi dogal 6zellikleri nedeni ile po-
tansiyel antibakteriyeldirler [35].

Litik fajlar: Bakteriyolitik mekanizmalarina
gore ikiye ayrilabilir;

Tek litik faktorle hiicre duvarimi yikimlayanlar;
bu litik fajlar, kiiciik, ssDNA veya ssRNA genomu-
na sahiptir ve hiicre duvari sentezi inhibisyonuyla
bakteriyolizisi indiikleyen tek bir litik faktorle kod-
lanmustir.

Bakteri hiicre duvarini virolizin-holin sistem-
le hidrolize edenler; en bilinenleri, biitiin kuyruklu
fajlar1 igeren, virolizin-holin sistemle dsDNA kod-
layan biiyiik litik fajlardir. Virolizin, bakteri hiicre
duvarindaki peptidoglikani hidrolize eden bir mu-
ralitik enzimdir (endolizin) ve stoplazmada {iretilir.
Holin kii¢tik bir peptit olup, fajin yasam siklusunda
belirlenen (programlanan) bir zamanda virolizinin
hiicre duvarina erisimine imkan vermek i¢in memb-
randa yikim olusturmak iizere oligomerize olur.
Hiicre lizisi ve projenlerin serbest hale gelmesi ho-
lin kontroliinde olur [16].

Tipik litik faj dongiisiinde faj, bakteri hiicre-
sinin rastgele hareketi sirasinda, konaga ait teiko-
ik asit, lipopolisakkarit, oligosakkarit, peptidogli-
kan, protein gibi yiizey bilesenleri igeren reseptor
bolgeleriyle karsilastiginda baglanma gerceklesir
(adsorbsiyon). Bazi durumlarda kapsiil, pili, fla-
gella da reseptor olarak faj tarafindan kullanilir.
Bakteriyofaj genomunun bakteri hiicresine enjek-
siyon (penetrasyon) mekanizmasi, viriisiin morfo-
lojisine bagh olarak farklilik gostermekle beraber,
genellikle kuyrugun kasilip bakteri hiicre duvarinda
bir delik olusturmasiyla agiklanir. Viral genomun,
konakg1 hiicrenin RNA polimeraz enzimiyle trans-
kripsiyonu, erken mRNA olusumuna neden olur.
Bakterinin metabolik mekanizmasi viriis tarafindan
ele gecirilir ve metabolik siireg, yeni virlis bilesen-
lerinin iretilmesine yonlendirilir. Bu kompanentler
daha sonra biraraya gelerek virionu olusturur (latent
donem). Projen litik fajlar, serbest kalirken bakteri
hiicresini lize ederek onun hizli bir sekilde 6liimiine
neden olur [16,32]. Bakteri lizisi, agar lizerinde plak
adi1 verilen alanlar1 olusturur.

Enfekte bir bakteri hiicresinden 100’den fazla
faj serbest kalabilir ve bunlarin her biri yeni bir bak-
teri hiicresine bulasabilir. Enfeksiyon siklusu, tim

duyarli bakteri hiicreleri 6lene kadar devam etme
potansiyeli tagir [16].

Lizojenik (1hmh) fajlar: Konak¢inin yasam
dongiisiiniin bir boliimiinde profaj adi verilen pasif
bir halde yer alirlar. Lizojenik dongiide viral DNA
genellikle konak hiicre DNA’sina entegre olur, bak-
teriyel DNA replikasyona ugrarken ayni anda faj
DNA’s1 da ¢ogalir ve bdylece her bir yavru hiicre
(profaj) viral DNA igerir. Faj, bazen de plasmid ola-
rak yer alir. Konak hiicre DNA’s1 replike oldugunda
profaj DNA’s1 da ¢ogaltilir ve bdylece bir sonraki
nesle gen aktarilir. [limli fajlar, laboratuvar ¢alisma-
larinda kullanilmalarina ragmen faj tedavisinde na-
diren kullanilir. Bunun nedeni, ilimli fajlarin pato-
jenleri %100 o6ldiirmemesi ve “lizojenik fenomen”
olarak bilinen ve bazi durumlarda bakterinin daha
viriilent hale gelmesine neden olan genleri icerme-
sidir [16]. Ancak 1liml1 bir faj, gen baskilama tekno-
lojisi kullanilarak bakterinin patojenitesini diisiire-
cek yonde tasarlanabilir [11].

Lizojenik fajlar kendiliginden litik dongiiye
girmezler. Ancak bir lizojenik hiicre popiilasyonu,
ortam kosullarinin degismesi ya da degistirilmesiy-
le; mitomycin C vasitasiyla, UV 15181ma maruz bi-
rakilarak ya da mutajenik ajanlar vasitasiyla; lizise
indiiklenebilir, yiiksek sicaklik ve sabit fazin etkisi
altinda lizojenik ve litik gelisim arasinda gegis ya-
pabilir [16,17,19,10]. Profaj, kendisinin ve yakin
iliskili fajlarin gen transkripsiyonunu engelleyen
baskilayici bir proteini yonetir. Boylece bir profajin
varlig, bakteri hiicresinde, diger faj enfeksiyonlari-
na kars1 bir tiir bagisiklik kazandirir [16].

Flament6z morfolojiye sahip bazi fajlar hiicre
duvarinda yikic1 etki yaratmadan, duvarin i¢inden
gecerek konak hiicreden ayrilirlar. Bu fajlar teda-
viyle ilgili olarak dikkate alinmazlar [16].

Faj secimi, izolasyonu ve Saflastiriimasi

Tim faj tedavisi protokollerinde ilk adim, faj se-
¢imi ve izolasyonudur. Uygulamada iki sekilde faj
se¢imi s6z konusudur. Ilki, tekli faj bilesenlerin-
den daha genis bir etkinlik yelpazesine sahip (ge-
nig spektrumlu) ve kisa siirede diren¢ olusmasina
imkan vermeyen Pyofaj ve intestifaj gibi ¢oklu faj
kokteylleridir. Ikincisi, enfeksiyondan ya da dogal
ortamdan alinan, dnceden iyi tanimlanmis fajla teste
tabi tutulan faj se¢imidir [1].
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Faj izole edilecek ornekler, konagin siklikla bulu-
nabilecegi ortamlardan alinir; bunlar genellikle su,
toprak, bitki artiklari, digki, atik su aritma tesisleri-
dir. Ornegin, enterik patojenlere kars1 kullanilan faj-
lar, dogal olarak digki numunelerinden ya da kana-
lizasyon suyundan izole edilir. Faj izolasyonu yon-
temlerinde farklar olsa da temelde ayni yol izlenir.
Oncelikle toplanan drnekte faj varligi tespit edilir.

Direkt izolasyon yonteminde ornek, filtreden
gecirilir ve kontaminant mikroorganizma hiicrele-
rinden armdirilir. Su ya da kanalizasyon atiklarinda
bu uygulanabilir; basit bir santrifiijden sonra, bilyiik
partikiil ve hiicreleri gecirmeyen, fajlarin gegisine
izin veren bir membran filtre ile filtrasyon uygula-
nir. Kati 6rneklerse, steril sivi besiyeri ya da buffer-
le karigtirildiktan sonra santrifiij ve filtrasyona tabi
tutulur. Pleytler kaplanir (diliie edilerek) ve olusan
plaklar incelenir. Konsantrasyon saglamak isteni-
yorsa ya da gerekliyse, plaklama isleminden Once
ultrasantrifiij, ultrafiltrasyon gibi yontemler uygu-
lanmalidir [11].

Zenginlestirmeyle izolasyonda, uygun besiye-
rinde tretilmis konakgiya ornekler ilave edilir, in-
kiibasyonun ardindan santrifiij edilir. Faj-Konake1
icerikli suspansiyon filtreden gegirilerek hedef bak-
teri bulunan agara farkl diliisyonlarda yayilir, plak-
lar sayilir. Zenginlestirme, faj miktarinin az oldugu
durumlara kars1 daha gegerli bir yaklagimdir [11].

S1v1 besiyerinde, bakterilerin neden oldugu bu-
laniklik, fajlar bakterileri parcaladiginda kaybolur.
Kat1 besiyerinde ise fajlarin bakterileri parcaladigi
alanlar agik kalir ve bu bolgeler plak olarak adlan-
dirilir. Bir siispansiyondaki faj sayisi, agar lizerinde
plak olusturan titre ile (plaque forming unit, PFU)
ifade edilir. Cift tabaka agar ekim ve Rutin Test Di-
liisyon olmak {izere iki sayim yontemi vardir [15].
Fajlar, liyofilize veya dondurularak kurutulmus hal-
de uzun yillar stabil kalabilmektedir [9,11].

Fajlarin Kullanim Alanlari

Insan ve hayvanlarda tedaviye yonelik kullanimlar
disindaki uygulamalar su sekilde siralanabilir;

Gida ve tarimda biyolojik kontrol maddesi ola-
rak: Bakteriyofajlar, karkas ve diger islenmis {iriin-
lerdeki ve taze sebze meyvelerdeki dekontaminas-
yonlart azaltmak, ayrica ekipmanlarda ve temas

ylizeylerinde dezenfeksiyonu saglamak, bozulabilir
gida iirlinlerinin raf dmriinii uzatmak amaciyla do-
gal koruyucu olarak kullanilabilir.

Biyoteknoloji: Calismalar, modern biyoteknolojide
fajlarin kullanilabilecegini gostermistir. Fajlar, gen
terapisinde, as1 ve proteinlerin nakil araci olarak,
patojenik bakterilerin tespitinde, protein, peptit ya
da antikor kiitiiphanelerinin taranmasinda arag¢ ola-
rak kullanilabilir

Molekiiler biyoloji: Giiniimiizde immun teknikler-
le gen teknolojisinin degerlendirildigi faj gosterim
teknolojisini (faj display), yeni kusak rekombinant
antikorlarin gelistirilmesinde kullanmaktadir.

Bakterilerin identifikasyonu: Fajlar, gida kaynak-
I1 ve klinik bakteriyel patojenlerin direkt tespit ve
identifikasyonunda arag¢ olarak kullanilir.

Su iiriinleri: Su triinleri hastaliklarina karsi alter-
natif tedavi veya proflakside kullanilma potansiyeli
tasirlar, ancak az sayida ¢alisma yapilmustir.

Insanlarda Faj Kullanim

Insanlarda ilk faj calismalari, D’Herelle tarafindan
dizanterili ve vebali hastalarda gerceklestirilmistir.
Tiflis Eliava Enstitiisii’nde, goniillillerde giivenlik
calismalarint da iceren, sistemik uygulamalara yo-
nelik faj preparayonlar1 gelistirilmistir. Ozellikle
immun yetersizligi olan hastalarda, bebeklerde, pel-
vik inflamasyon vakalarinda kullanilmistir. Pyofaj
ve Intestifaj gibi fajlar, gazli gangrene kars1 gerek
proflaktik gerekse tedavi edici olarak ve askerlerin
yara enfeksiyonlarinda acil miidahalede basarili bir
sekilde kullanilmistir [1]. SSCB’nin dagilmasinin
ardindan baglayan Giircistan Bagimsizlik Miicade-
lesi’nde (1991-92), savas icin 6zel olarak gelistiril-
mis olan faj preparasyonlari uygulanmis ve askerler
tarafindan Abazya’daki savas bolgesine faj bidon-
lar1 tasinmustir. Fajlar, Rusya ve Giircistan arasinda
2008’de patlak veren savasta askerlerde tedavi ama-
ctyla yogun bir sekilde kullantlmigtir [1].

Faj tedavisi, 1981-1986 yillar1 arasinda 550 va-
kada uygulanmis; hastalarin % 92,4’ inde iyilesme,
% 6,9’ unda belirtilerde gerileme goriilmiis ve %
0,7’ sinde herhangi bir etki olugsmadig1 bildirilmistir.

Postoperatif ya da bagka nedenlerden olusan
kronik deri enfeksiyonlarinda etken olan Staphy-
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lococcus ve Gram negatif bakterilere (Klebsiella,
Escherichia, Proteus, Pseudomonas) kars1 uygula-
nan faj tedavisinde, hastalarin %77’sinde iyilesme
olmus, kalan %23’linde ise yan etkilerin gelismesi-
ne ya da iyilesme belirtisi olmamasina bagl olarak
tedavi durdurulmustur [1,31].

Oftalmoloji alaninda da bagarili faj caligmalar1
gergeklestirilmistir. Dautova ve ark, 16’sinda pru-
lent kornea iilseri de bulunan travmatik bakteriyel
keratitisli 30 hastay1 “Pio” bakteriyofajla tedavi et-
mistir. Esit sayidaki kontrol grubu gentamisin goz
damlasi ile tedavi edilirken, faj uygulanan hastalar,
gentamisin uygulananlardan erken taburcu edilmis-
tir [1].

Antibiyotige direngli bakteriyel akut konjuk-
tivit olan otuz ¢ocuga faj uygulanmis, hastalarin
tamami yedi giinde iyilesmis, sonraki ay yapilan
kontrolde enfeksiyonun niiks etmedigi gézlenmistir
[1].

Kanserle es zamanl olarak; S. aureus, P. aeru-
ginosa, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca
ve E. coli’ye bagl bakteriyel enfeksiyona yakalan-
mis, antibiyotikle tedaviye yanit alinmamuis, 20 kan-
ser hastasina faj terapisi uygulanmistir. Oral yolla
giinde ii¢ kez faj verilen hastalarin tamami, tedaviyi
izleyen 2 ila 9 hafta arasinda ( ort. 32 giin ) tamamen
iyilesmistir [45].

Antibiyotige direncli, 94 septisemi olgusu fajla
tedavi edilmis, vakalarin 71’inde antibiyotik tedavi-
si ile faj tedavisi birlikte uygulanmis, kalan 23’{ine
sadece faj tedavisi uygulanmistir. Bu tedavide 94
olgunun %385.1’inde iyilesme olurken, %14.9’unda
etki goriilmemistir (Weber-Dabrowska ve ark.,
2003).

Cesitli firmalar tarafindan, kulak enfeksiyonla-
11, bacak {ilserleri ve yanik yaralarmin tedavisi igin
insanlarda klinik faj calismalar1 baglatilmigtir [10].
Stafilokkokal perfore osteomiyelit, akut-kronik cer-
rahi yara enfeksiyonlari, inat¢1 deri iilseri olgula-
rinda antistafajlar kullanilarak iyilesme saglandig
belirtilmigtir (Summers, 2001).

Faj terapisinde elde edilen basar1 ortalama ola-
rak %85’ tir ve antibiyotik tedavisinin etkili olmadi-
&1 durumlarda, bakteriyel patojenlerle miicadelede
faj tedavisinin yiiksek etkinligi oldugunu gostermis-
tir [31].

Hayvanlarda Faj Kullanim

Antibiyotiklerin kesfinden sonra ilk 6nemli ¢alig-
malar 1982-87°de Smith ve Huggins (Institute for
Animal Disease Research, Cambridgeshire) tarafin-
dan yapilmistir. Bu deneylerden birinde, potansiyel
letal doz olan 3x108 CFU (colony forming unit)
mL-1 E.coli K1 enjekte edilmis farelere, Intramus-
kuler yoldan tek doz, 3x108 PFU (plaque forming
unit) faj enjekte edilmis, farelerde tam bir iyilesme
saglanmistir. Deneyde bazi E. coli izolatlarinin di-
rengli oldugu ancak bunlarm viriilensinin daha az
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, tek doz faj tedavisi-
nin; tetrasiklin, ampisilin, trimetoprim, sulfafurazol
ve kloramfenikoliin ¢oklu dozlarindan daha etkin
oldugunu gosterilmistir. Buzagi, domuz yavrusu ve
kuzularda E. coli kaynakli yeni dogan ishalini 6nle-
mek icin faj basariyla kullanilmistir (Smith ve Hug-
gins, 1982). Fare oliimlerinin, Smith ve Huggins’in
kullandig1 faj oranina bagh olarak degiskenlik gos-
termesi ¢ok onemli bir bulgu olmus ve bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde fajlari basartyla kullan-
ma umudunu yeniden canlandirmig, Bati’da pek ¢ok
arastirmaci bu konuya yonelmistir [31].

Smith ve Huggins (1983,1987) kegilere uy-
gulanan faj tedavisinden sonra faj direngli (phage-
resistant) E.coli mutant olusumunu tanimlamistir.
Faj terapisinde mutantlarin ortaya c¢ikmasi olasi
bir sorun olarak ele alinmistir. Ancak, ¢ok sayida
calismada, karakterize edilmis olan faj rezistans
mutantlarin, viriilensinin daha az oldugu veya hig
olmadig1 goriisii agirlik kazanmistir. Faj rezistans
mutantlarin, etkinligi en fazla olan fajin tespitinde
kullanilabilecegi diistinilmistiir [23].

Merril ve ark (1996), farenin kan dolagiminda
normalden uzun siire dolagimda kalan bazi faj spe-
sifik suslar1 izole etmistir. Longcirculating denilen
bu faj tiirevleri, farelerde Avir (w60) (E.coli spesi-
fik faj) ve P22vir (R34) (Salmonella typhimurium
spesifik faj) olarak belirlenmistir. Calisma, Long-
circulating A mutantlarin, asil suslardan daha fazla
anti bakteriyel etkinlik kapasitesine sahip oldugunu
gostermistir [28].

E.coli K1 susunun neden oldugu septisemi ve
menenjit benzeri bir enfeksiyonda tavuklara, hasta-
lik belirtileri gorilmeye basladiginda faj uygulan-
mis ve koruma saglanmistir. Ayni ¢aligmada, kolost-
rum almamis buzagilar oral yolla £ coli ile enfekte
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edilmis, sekiz saat sonra IM. faj inokule edilmistir.
Sonug olarak septisemi olusumu gecikmis ve bakte-
rinin yagam stiresi kisalmistir [2].

Kopeklerde P. aeruruginosa’nin neden oldugu
otitis externaya karsi faj tedavisi lizerine klinik ¢a-
lisma yapilmis ve sonuglar, uygulanan faj karigimi
tedavisinin etkili oldugu gdstermistir [40].

P aeruruginosa’ya bagl kronik otit gelisen 10
kopekte; kulak icine P. aeruruginosa’ karst aktif 6
bakteriyofaj sugunun her birinden yaklasik 105 PFU
iceren topikal preparatlar uygulanmistir. Uygulama-
dan 48 saat sonra swap alinarak bakteri ve faj sayi-
m1 yapilmustir; faj sayisinin arttigi, hedef bakteri sa-
yismin azaldigi, ayrica tedaviden once yiiksek olan
klinik skorlarin dustiigii tespit edilmistir. Bu tedavi,
fajla enfeksiyon tedavisinde rapor edilmis ilk klinik
veteriner ¢alismasi olmustur [18].

Broylerlerdeki bir E. coli’ye bagli septisemi
tedavisinde fajin, IM ve solunum yolu ile uygulan-
diginda etkinligi incelenmis, kas i¢i enjeksiyonlarda
6lim oraniin azaldig1 gozlenmistir [20].

Broylerlerdeki Kolibasillozise karsi bakteriyo-
faj-Enroflaksasin kombine tedavide mortalite goriil-
memistir [22].

Koyun ve sigirlarda E.coli O157:H7 sayisini
kontrol altina alabilmek amaciyla fajlarm kulla-
nmldig1 caligmada, rektoanal bolgeye direkt olarak
SH1ve KHI (spesifik litik fajlar) birlikte uygulan-
diginda E.coli O157:H7 sayisinda azalma tespit
edilmistir [36].

S. aureus’ tan kaynaklanan subklinik mastitis
olgusunda, S. aureus faj K, intramamillar yoldan 5
giin uygulanmus, istatistiksel olarak 6nemli bir so-
nug elde edilememistir. S. aureus izolatlari, faj K
lizisine duyarli olduklar1 halde etkinlik elde edile-
memis olmasi, siit proteinleri ya da meme bezlerin-
deki enzimatik aktivitenin, faj-hedef bakteri baglan-
masina engel olusturabilecegi lizerinde durulmustur
[12,13].

Tavuklarda Salmonella typhimurium’a karsi
Salmonella spesifik faj kokteyli uygulanan hayvan-
larin ileum ve sekumlarinda Salmonella sayisinin
azaldigi, ayn1 zamanda tavuklarda kilo artis1 goriil-
miustir [31].

Vankomisine direngli Enterococcus faecium
(VRE) ile enfekte (109 CFU) fareler {izerinde yapi-

lan ¢alismada, tek doz IP (intraperitonal) ve iki yiik-
sek doz (109 ve 108 PFU) olmak iizere litik ENB6
ve C33 fajlar1 kullanilmis ve VRE bakteriyemik fa-
relerin tamami iyilesmistir. Bu bakterinin, linezolid,
quinupristindalfopristin gibi yeni antibiyotiklere
dahi diren¢ olusturabilen suslar1 bulunmaktadir ve
alternatif tedavi olarak dnemli bir yere sahip olmus-
tur [3].

Farelerde, MRSA (Metisilin rezistans S. au-
reus) suslari da igeren S. aureus’a karsi bakteriyofaj
®MRI11 ile koruma ¢alismasi yapilmistir. intrape-
ritonal olarak 8X108 CFU S. aureus enjekte edil-
mis farelerde bakteriyemi olusmus ve enfeksiyon
6liimle sonuglanmistir. Periton igine ayr1 bolgeler-
den bakteri ve saflagtirilmis faj suspansiyonu veri-
len farelerde ise 6liimlerin baskilandigi gézlenmis-
tir. Bakteri eradike edilene kadar ®MR11’in kanda
onemli diizeylerde bulundugu tespit edilmistir [27].

Ilaca direncli bakteriler, su iiriinleri yetistiri-
ciliginde de problem olmus ve balik patojenleriyle
miicadele etmek i¢in de fajlar kullanilmistir. Aymi
cinsi baliklardaki Pseudomonas plecoglossicida en-
feksiyonuna kars1 baliklarm faj yoluyla korunmasi
tizerine caligilmistir [33]. Sarikuyruk cinsi balik-
lardaki Lactobacillus garvieae enfeksiyonuna karsi
intraperitonal ve oral faj uygulanmis, kontrol gru-
bunda sadece %10 sagkalim, tedavi grubunda %100
iyilesme gozlenmistir [30].

Fajin Uygulanma Sekilleri

Oral: Oral bakteriyofaj uygulamasinin gastrointes-
tinal hastaliklarin ve bazi durumlarda sistemik has-
taliklarin tedavisinde basarili oldugu gosterilmistir.
Bu uygulamada faj, yiyecek ve igeceklere ilave edi-
lebilir ve kullanimi kolaydir. Patojenik hedef bak-
teriler, bagirsaga lokalize olduklarindan oral yolla
verilen fajlar bagirsaklara ulasabilir. Yiiksek mide
asiditesi ve proteolitik aktiviteye kars1 faj etkinligi-
nin korunmasi i¢in polimer mikrokapsiilleme, anti-
asit uygulamasi gibi metotlar kullanilabilir. Son za-
manlarda, oral verilen bazi fajlarin dolagim sistemi
tarafindan absorbe edilebildigi gosterilmistir [35].

Lokal, topikal: Lokal ve topikal faj uygulamalari-
nin basarilt oldugu, bir¢ok calismayla literatiirler-
de yer almistir. Staphyloccoci, Klebsiella, Pseudo-
monas, Proteus ve Escherichia’dan kaynaklanan;
konjuktivit, otit, gingivit, furunkulozis, dekubitis
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iilseri,agik yara enfeksiyonu, yanik, ostit (kiriklar-
dan kaynaklanan), kronik suppuratif fistiil gibi en-
feksiyonlarin tedavisinde pyofaj gibi faj kokteylleri
ile lokal ve/veya topikal uygulamalar yapilabilmek-
tedir. P. aeruginosa, S. aureus ve Streptococcus
spp’yi hedef alan, fajlarin yani sira siproflaksasin de
iceren PhagoBioDerm adli ticari {irtin, dogrudan en-
fekte yaralarin tizerine Ortiilerek, kiiclik parcalar ya
da toz halinde yara iizerine dokiilerek veya enfek-
siyon bolgesinin igersine yerlestirilerek kullanilani-
labilen bir iiriindiir. Faj preparatindaki temel bir bi-
lesen, yarayi iyilestirmenin yani sira, 6lii dokularin
uzaklastirilmasini da saglayarak fajin hizh {ireyen
bakterilere erisimini kolaylastirma ozelligindedir
[14,37].

Aerosol: Genellikle sprey formunda kullanilmak
iizere, kanatlilarda solunum yolu enfeksiyonlarina
neden olan etkenlere karsi faj tedavi calismalari
yapilmistir. Yakin zamanda beseri tipta invitro ya-
pilan ¢alismada bakteriyofaj soliisyonu nebulizator
kullanilarak uygulanmis ve iyi sonuglar alinmistir.
Faj titrasyonunun aerosol faj uygulamasinin basari-
sinda 6nemli oldugu anlasilmistir [35].

Rektal: E. coli spesifik KH1 ve SH1 fajlar sigirlara
rektal yolla verildiginde bagirsaklardaki O157 sayi-
sinda azalma oldugu tespit edilmistir. Rusya’da rek-
tal supozituvar preparatlart marketlerde satilmakla
birlikte, rektal faj uygulamasimin farmakokinetigi,
daha fazla aragtirilmasi gereken bir konudur [25].

Parenteral: IM (intramuskiiler), iP (intraperitonal)
ve SC (supkutan) uygulamalar, 6zellikle hayvan de-
neyi ¢alismalarinda en iyi sonug¢ alinan uygulama
yontemleri olmustur. Pek cok arastirmada kullanil-
mustir. Fajin, IV verildiginde bagisiklik sistemi tara-
findan hizli bir sekilde elimine edildigi anlasilmistir.
Bu yontemle ilgili cok az yaym bulunmaktadir [7].

Fajlarin Antibiyotiklerle Karsilastirnlmasi

1. Bakteriyofajlar, sadece bagirsaktaki patojenleri
hedef alir, dogal mikroflorayi etkilemez. Bakteri tii-
riine spesifiktirler.

2. Bakteriyofajlarin etki mekanizmalarinin, tiim an-
tibiyotiklerden farkli olmasi nedeniyle, ¢coklu anti-
biyotik direnci gosteren bakterilere karsi bile etki-
lidirler.

3. Bakteriyofajlarm sayilari, hedef hiicre igersinde
kendiliginden iistel olarak ¢ogaldigindan (otodozaj-

lama) optimum terapotik etki olusturmak igin, cogu
zaman tekrar dozuna gerek yoktur.

4. Fajlarin, damar yapis1 bozuk olan dokulara niifuz
edebilecegi ve kan-beyin bariyerini asabilecegine
dair kanitlar vardir.

5. Baktriyofajlar yan etki olusturmazlar. Lizis si-
rasinda ortaya c¢ikan endotoksinlerin neden oldugu
hafif yan etkiler bildirilmistir.

6. Litik fajla enfekte olan bakteri, canliligini siirdiir-
meyeceginden, bakterinin direng olusturma olasilig1
azdir. Faj direnci gelistiginde yeni bir fajin secilme-
si hizl1 isleyen bir siirectir, birka¢ giin veya hafta
stirer. Faja direngli bakteriler, benzer hedef araligin-
daki diger fajlara duyarli kalir.

7. Tedavi disinda proflaktik olarak da kullanilabilir.

8. Ozellikle kronik enfeksiyonlarda antibiyotik-
lere tercih edilmeleri daha az maliyetli olabilir
[1,5,16,29,31],

Onemli Kriterler

Faj seleksiyonu: Tiim fajlar tedavide kullanmaya
uygun degildir. Bu nedenle dogru faj se¢imi 6nemli-
dir. Tedavide kullanilacak faj(lar) kolay saglanabilir
ve hedef bakteriyi 6ldiirecek kombinasyonda olma-
I, normal kosullar altinda ve sicaklikta stabilitesini
korumalidir. Konuyla ilgili etkinlik ve zarasizlik
caligmalar1 yapilmali, hatta ideal olani, tam sekansi
belirlenerek, toksingen gibi istenmeyen genlerin ol-
madig1 kesinlestirilmelidir. [liml ve toksin tasiyan,
hedef bakteriye karsi dldiirme yetenegi zayif olan
fajlar tedaviye dahil edilmemeli ve secilecek fajin
bakteriler arasinda gen transfer (transdiiksiyon)
potansiyeli diisiik olmalidir. Faj karakterizasyonu
icin, virion morfolojisine (elektron mikroskop ile),
protein profiline, genotip Ozelliklerine bakilabilir.
Sonug olarak secilecek fajin 1limli faj olmamasi,
hastay1 etkileyecek viriilens faktorleri tagimamasi
ve antibateriyel viriilensinin olmasi énemlidir ve bu
tespitler i¢in ideal olan1 tam-genom sekans analizi-
dir [1,5].

Konake¢1l Arahi@imin Darhgi: Yapilacak tedavi 6n-
cesinde, konakg¢i araligt minimum seviyede tutu-
larak patojenin spesifik faja duyarlilig: tespit edil-
melidir. Fajlar, diger antibakteriyellerle veya faj
kokteylleri olarak kullanilirsa litik faj spektrumu
genisletilebilir.
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Fajlarin Farmasotik Ozellikleri cak protein bazl ilaglar, bakteriyel lizis olustura-
bilecek kimyasal antibiyotikler, zayiflatilmis canli

Farmasotik olarak fajlar, protein temelli ve canli asilar viicutta benzer etkiler gdsterme potansiyeli

ajanlar oldugundan hastanin immun sistemiyle et- tagimalarina ragmen kullanimlarina izin verilmistir.

kilesime girme potansiyeli tagir. Bakteri hiicresinin - g/ 1o qenle faj bazl farmasotikler de degerlendirme
lize edilmesiyle serbest kalan bakteriyel toksinler, dist birakilmamalidir [1,5].

immun sistemle etkilesime girebilir (Sekil 2) . An-
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Current Opinion in Microbiology

(a) Fajlar dar spektrumlu antimikrobiyal ajanlardir, bu nedenle genis bir hedef bakteri spektrumuna kars1 etkinlikleri
olmayabilir.

(b) Bakteriler, cesitli intra ve ekstraseluler mekanizmalarla faja karsi direng gelistirebilir.

(c) Bakteritofaj elde etme siireci; liretim, saflagtirma, formiilasyon ve kalite kontrol olmak tizere cok basamaklidir. Bu
stire¢, endotoksin ve lizisle ortaya ¢ikan diger hiicresel toksinlerin varlig1 ve multifaj kokteyllerine ihtiyacin olmast
gibi nedenlerle karmasiklagir.

(d) Invivo hiicre lizisi sirasinda serbest kalan toksinler, sistemik inflamatuvar bir yanita neden olma potansiyeli tasir
ve mortalite, morbiditeyi arttirabilir.

(e) Bakteriyofaj konagin immun sistemi tarafindan ortadan kaldirilabilir.
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Sonu¢

Yillardir yapilan faj tedavi ¢aligmalarmin geldigi
noktada, etkin olmayan fajlarin, faj Yillardir yapi-
lan faj tedavi caligmalarmin geldigi noktada, etkin
olmayan fajlarin, faj rezistans bakterilere kars1 daha
etkili olan mutant fajlar olusturularak ya da yeni faj-
larla glincellenmesi 6nem kazanmaktadir. Giircistan
ve Polonya’da, faj terapi merkezlerindeki faj ban-
kalarinda, diizenli olarak glincellenen ¢ok sayida
farkli faj bulunmaktadir. Bazi durumlarda faj has-
tadan izole edilmekte (otofaj) ve bu prosediir birkag
giin ya da hafta siirmektedir. Ancak bu uygulamalar,
gecerli ruhsatlandirma siireglerine uygun bulunma-
maktadir. Avrupa Ilag Ajans1 (EMA - European Me-
dicines Agency) bakteriyofajlari, “Tibbi Biyolojik
Uriin” olarak kayitlarina almistir. Amerikan Gida ve
[lag Dairesi’nin (US FDA- Food and Drug Admi-
nistration) One siirdiigii gerekli test sayisi ve arastir-
malar, faj tedavisinin canlanmasini ciddi sekilde et-
kilemektedir. Otoritelerin yaklasimina karsin, bazi
firmalar pahali lisanslama kosullariyla {irtinlerini
pazarlamaktadir [34].

Giin gegtikge kiiresel bir sorun haline gelen anti-
biyotik direnci ve antibiyotik kullaniminin maliyetli
olmasi; insanlarda ve evcil hayvanlarda, su tiriinleri
yetistiricili§inde, baz1 bitkilerde patojen bakterilere
kars1 korunma-tedavide faj ve diger alternatiflerin
kullanilmasi konusunu zorunlu kilmaktadir. Fajlar,
modern teknolojiler kullanilarak ve plasebo kont-
rollii galigmalara devam edilerek, ilag rezistans bak-
terilere karsi ve hala duyarli olan bakterilere karsi
antibiyotiklerle birlikte kullanildiginda basari sansi
yiiksektir. Veterinerlik ve kamu saglig1 alaninda bu
konuyla ilgili gelismeler saglanmasi, arastirma pro-
jelerinin mali olarak desteklenmesine baghdir [26].
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MikroRNA’lar ve Atlarda MikroRNA’lar ile Tlgili Yapilan Cahsmalar
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Ozet: MikroRNA’lar (miRNA)18-25 niikleotit (nt) uzunlugunda genom iizerinde protein kodlayan intron veya ekzon
bolgelerindeki RNA genlerinden transkripsiyonu saglanan, fakat proteine translasyonu gergeklesmeyen, fonksiyonel
RNA molekiilleridir. Tiim canlilarda gesitli fiziksel ve patolojik kondisyonlarda post—transkripsiyonel gen diizenleyici
olarak miRNA’larin rolii evcil hayvanlar da dahil birgok organizmanin incelenmesiyle aydinlanmaktadir. miRNA’larin
gen ekspresyonunda, fenotipik degiskenligin sekillenmesinde ve hastalik gelisminde regiilator olarak 6énemli rollerinin
oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmalarin 15181 altinda miRNA’larin 6nemi son zamanlarda Veteriner Hekimlikte de
fark edilmistir. Tagima ve eglence i¢in kullanilan, ayn1 zamanda ekonomik degere sahip evcil at (Equus caballus), insan
uygarlhigmin ¢ok 6nemli bir pargast olmustur. Tibbi agidan at ile insan arasinda alerji ve osteoartrit gibi 90’dan fazla
kalitsal hastalik ortaktir. Biyomekanik ve egzersiz fizyolojisi ¢alismalarinda en iyi model organizma attir. insanlik tarihi
icin at bu kadar dnemli bir organizma olmasina ragmen, atlarda miRNA’lar ve miRNA’larin klinik kondiisyonlar {izerine
etkisi hakkindaki ¢aligmalar oldukg¢a azdir. Bu derleme miRNA’lar ve atlarda miRNA’lar ile ilgili yapilan caligmalar
hakkinda bilgi vermek amaciyla hazirlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Equus caballus, mikroRNA, mRNA

MicroRNA'’s and Studies Performed on Horses Concerning MicroRNA’s

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

Key words: Equus caballus, mikroRNA, mRNA

Derleme / Review Article

Giris

Memeli genomunun sadece %3’ liikk kismi protein
kodlayan mRNA’lar1 ifade etmektedir. Geri kalan
% 97’ lik kisim ise uzun ve kisa protein kodlama-
yan RNA’ lardan olugmaktadir [6]. Proteine ¢evri-
lemeyen RNA’lara kodlamayan RNA (ncRNA) adi
verilmektedir [3,10]. Evrimsel agidan korunmus
dizilere sahip ncRNA’lar biyolojik reaksiyonlarin
katalizlenmesinden, hiicresel savunmaya, gelisim-
sel siireglerden hiicresel cevaba kadar pek ¢ok go-
reve sahiptirler [26]. ncRNA’larin diger islevleri
arasinda transkripsiyonel ve post transkripsiyonel

gen susturumu ve kromozomlarin yeniden model-
lenmesi de yer almaktadir. Cok sayida tipi bulunan
ncRNA’lar, yasam icin gerekli ve diizenleyici ncR-
NA’lar olarak iki ana sinifa ayrilmaktadir. Yasam
icin gerekli ncRNA’lar canlilarin biitiin dokularinda
bulunarak ¢ok sayida islevleri yerine getirirken, gen
ifadesinin diizenlenmesinde islevleri olan diizenle-
yici ncRNA’lar ise nt sayilarina gére uzun ncRNA
(>200 nt) ve kisa ncRNA (<200 nt) olarak iki alt
sinifa ayrilmaktadir [21]. X kromozomunun inak-
tivasyonundan sorumlu Xist ve Tsix RNA, embri-
yonik pluripotent hiicrelerinin iireme hiicrelerine
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farklilasmasinda ve transkripsiyonunda islev goéren
Long intergenic non-coding RNA (LincRNA) ve
mRNA’nin post transkripsiyonel diizenleyicisi olan
circular RNA (circRNA)’lar uzun ncRNA sinifina,
mRNA’nin transkripsiyonel diizenleyicisi olarak
islev yapan short interfering RNA (siRNA), mik-
roRNA (miRNA) ve esey hiicrelerinde transpozon
ve retroelementlerin baskilanmasindan sorumlu
olan P-element induced wimpy testis RNA (piwiR-
NA)’lar ise kisa ncRNA smifina girmektedirler
[21,39].

miRNA’larin Genomik Organizasyonu

miRNA’larin kromozomal yerlesimleri kendilerinin
anlatimmi ve islevlerini etkilemektedir. Bu neden-
le miRNA genomik organizasyonunun bilinmesi
onemlidir [27]. miRNAlarmn yaklagik yarist kiime
yerlesimi gosterir. Kiime seklinde olan miRNA’lar
operon benzeri bir yapiya sahip olup, polisistro-
nik (Birden fazla proteinin genetik koduna sahip)
olarak transkripsiyona ugrar [33,34]. Kiimelenmis
miRNA’larin 6nemli bir 6zelligi de tiirler arasinda
korunmus olmasi, homolog miRNA’larin tiim tiir-
lerde gozlenmesidir [28]. miRNA’lar genler arasi/
gen i¢i ve intronik/ekzonik yerlesime gore gruplan-
dirtlmaktadir [14,40].

miRNA Biyogenezi

miRNA’lar islevlerini ¢cogunlukla mRNA’nin 3’ ter-
clime edilmeyen bdlgesine (3° UTR) baglanarak,
daha azinlikta 5’-UTR, ORF (open reading frame)
ya da promotor bolgelerine baglanarak yapmakta-
dirlar [13,31,32]. DNA’dan ilk olarak ¢ogunlukla
RNA polimeraz Il veya azinlikta RNA polimeraz
IIT enzimleri tarafindan >1000 nt uzunlugunda ol-
gun miRNA’nin 6nciil transkripti olan birincil-miR-
NA (pri-miRNA) sentezlenir [8,34]. Karakteristik
mRNA gibi pri-miRNA’larin 5° ucunda 7 metilgu-
anozin bashigi ve 3’ ucunda poli A kuyrugu bulun-
maktadir [36,38,42]. Tek zincirden olusan pri-miR-
NA’lar kendi tizerinde kivrilarak sag tokasi yapisini
olustururlar. Cekirdek RNAaz III endoniikleaz aile-
sinden olan Drosha enzimi, alt iinitesi ile birleserek
pri-miRNA’y1 keser ve kesilen miRNA’lar 70-100
nt uzunlugunda olup 6ncli miRNA’ya (pre-miRNA)
doniigtirler [13,19]. pre-miRNA niiklear transport
reseptdr (Exportin 5) ile ¢ekirdekten sitoplazmaya
gecerek sitoplazmada RNAaz III ailesinden Dicer

enzimi, alt iinitesi ile birlesir ve pri-miRNA’nin sa¢
tokas1 yapisini keser. Dicer enzimi tarafindan ke-
silen RNA’lar 3’ uc¢larinda 2 nt’lik ¢ikint1 kalacak
bicimde 18-25 nt uzunlugunda kisa ¢ift iplikli olgun
miRNA’lara doniistirler [ 14]. Cift iplikli miRNA’la-
rin bir ipligi Argonuate-2 (Ago-2) bagli RISC enzim
kompleksine baglanarak hedef mRNA’nin 3’UTR,
5’UTR, OREF bolgelerine ya da promotor bolgele-
rine baglanarak ya da mRNA’y1 pargalayarak trans-
lasyonu engeller [21,23]. miRNA’larin tipik yolak-
larinin disinda atipik yolaklar da tanimlanmis ve bu
yolaklarin ortaya ¢ikis nedeni heniiz belirleneme-
mistir. Bu yolaklar Drosha- bagimsiz yolaklar ve
Dicer bagimsiz yolaklar olmak iizere ikiye ayrilirlar
[15,22,30,43]. Atipik miRNA yolaklarint secen bu
RNA’lar kirpilma yapmaksizin heniiz belirleneme-
yen bir mekanizma ile kisa pre-miRNA benzeri sag
tokasi yapist olustururlar ve dogrudan Dicer enzi-
mi ile kesime ugramaktadirlar. Ayrica tRNA ben-
zeri yapilar, pre-tRNA ve endo-siRNA yapilar da
Drosha enzimine gerek duymadan olgun miRNA’y1
olusturmaktadirlar [13,18,20,24].

Atlarda Belirlenen miRNA’lar

miRNA’larin gen ekspresyonunda, fenotipik de-
giskenlik sekillenmesinde ve hastalik gelismesin-
de regiilator olarak dnemli rollerinin oldugu tespit
edilmistir [7,9,11]. Atlarda miRNA’lar ile ilgili ilk
calisma Zhou ve ark. (2009) tarafindan yapilmistir.
Bu ¢alismada; 354 olgun at miRNA’lar1 belirlemek
ve tanimlamak i¢in in silico (RNA veri tabanlari)
analitik yontem kullanilmistir. At sperminde 82 adet
yeni miRNA’nin varligi tespit edilmistir ve sperm
fonksiyonlari, fertilite ve iiremenin diizenlenme-
sinde miRNA’larin roliiniin oldugu diigiinilmistiir
[44,45].

Barrrey ve ark. (2010) tarafindan direkt klon-
lama teknolojisi kullanilarak saglikli ve miyopatik
atlarda kas dokusunda miRNA’larin ifade profili
belirlenmistir [5]. Kalitsal kas hastaligi olan atlarin
kan 6rneklerinde kas-spesifik miRNA’larin varligi-
m tespit edilmis ve atlarda kas patoloji tanis1 igin
minimal invazif metodoloji ile yeni miRNA’larin
gelistirilmesine olanak saglanmistir [5,9].

Kim ve ark. (2014) Yeni Nesil Sekans (YNS)
teknolojisi kullanarak iskelet kaslari, kolon ve ka-
raciger dahil normal at dokularindan elde ettikleri
ornekler ile yaptiklart caligmada; 292 adet bilinen
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ve 329 adet yeni miRNA identifiye etmislerdir.
Sekiz safkan attan aldiklar1 iskelet kasinda, karaci-
gerde ve kolonda yiiksek verimlilikte miRNA’larin
21838589 ile 11973300 aras1 degigen sayilarda kisa
okuma sekanslarmin sonucu ile elde edilen % 100
yliksek kalitede cDNA kiitiiphanesini olusturmus-
lardir. Kim ve ark. (2014) tarafindan atlarda kas,
kolon ve karaciger dokularinda bulunan miRNA’
larin uzunluklar ve dagilimlar1 belirlenmis ve bu
miRNA’larm yaklasik % 83’ niin sekanslar1 20-24
nt araliginda yogunlastig1 bulunmustur. Ayrica elde
edilen miRNA’larda en sik rastlanan uzunlugun tim
dokularda 23 nt oldugu tespit edilmistir [29].

Atlarda miRNA’larin dokulara gore profili

Organ veya dokular icin miRNA’nin ekpresyon pro-
fili gbz Oniine alindiginda organ spesifik miRNA’la-
rin alt kiimelerini kesfetmek klinik olarak hastaliklar
acisindan onemlidir. Atlarda, karaciger, iskelet kasi
ve kalin bagirsak dahil olmak iizere baslica organ-
larda miRNA’larin karakterizasyonunun yapilmasi
onemli at hastaliklar1 ile yakindan iliskilidir. Kim
ve ark. (2014) tarafindan at dokularinda bilinen
miRNA’lar1 analiz edilmis ve alt kiimeler seklinde
dokuya 6zel miRNA’lar (kas dokusunda 36, kolon
orneklerinde 99 ve karacigerde 31) tespit edilmistir.
Ikincil yapilarda, Dicer boliinme mevkilerinin ve
bilinmeyen miRNA’larin minumum serbest ener-
jileri de belirlenmistir. Bu analizler ile atlarda 329
adet bilinmeyen miRNA sekansi yeni aday miRNA
olarak belirlenmistir. Atlarda miRNA’lar dokuya
ozel bir bigimde eksprese edilip; kas orneklerinde
31, kolon 6rneklerinde 123 ve karaciger drneklerin-
de 45 yeni miRNA tespit edilmistir. Kolona 6zgii
miRNA’larin kolonun diizenleyici sisteminde daha
karmagik rolleri oldugu ortaya koyulmustur [17,29].

Atlarda miRNA’larin Kromozomal Dagilimi

Atlarda toplam 292 bilinen miRNA, 29. ve 31. kro-
mozomlar hari¢ diger kromozomlar arasinda hari-
talanmistir [35]. Yaklasik 160 adet miRNA’nin 3
kb biiytkliigiindeki bir bolgede bir arada lokalize
oldugu tespit edilmistir. At genomunda miRNA’la-
r1 kodlayan genler 51. farkli kiime halinde bireysel
kromozomlar {izerinde degisik bolgelerde lokalize
olmustur. Ornegin, 24. Kromozomda 4 miRNA kii-
mesinde 40 miRNA geni bulunurken 6, 12, 14, 16,
18 ve 20. kromozomlarda sadece 2 miRNA geni bu-
lunmaktadir.

At miRNA’larinda Niikleotid Dagilim Egilimleri

miRNA’nin 5> u¢ dizilerinin karakterizasyonu
Onemlidir ¢iinkli miRNA’nin ¢ekirdek sekanst miR-
NA ‘nin hedef mRNA’ya baglanmasinda kritiktir [1,
14]. Okaryotlarda miRNA’larin niikleotid sekans
analizi 5’ pozisyonu agik bir sekilde “U” ve “A”
icin egilimlidir [16]. Kim ve ark. (2014) at geno-
munda dokuya 6zel miRNA’larin 5” ucunda en sik
niikleotidin “U” oldugunu ve ardindan A’in geldigi-
ni ortaya koymustur ve bu bulgular diger organiz-
malar ile yapilan ¢calismalardan elde edilen sonuglar
ile tutarlidir [2]. Atlarda tiim doku miRNA’larinin
iclincii ve altinci pozisyonlarda “C+G” yiizdeleri-
nin yiiksek oldugu belirlenmistir. miRNA ¢ekirdek
dizisindeki 6. pozisyondaki “C+G” icerigi miRNA
icin fonksiyon diizenleyici ve uyarici etkisi vardir.
Kolondaki miRNA’lar farkli organlara gdre biitiin
miRNA c¢ekirdek niikleotidlerinde daha yiiksek
“C+G” oranma sahip olmasi kolonun fonksiyon-
larindaki farkliliktan kaynaklanabilir [2]. Organ-
spesifik miRNA’larin 5 ucundaki ilk niikleotidi
kas, kolon ve karaciger dokularinda sirasiyla % 40,
% 35 ve % 43 siklikla “U”dir. Ayni sekilde, atlar-
da 18-19 niikleotid uzunluktaki miRNA’lar az ol-
masina ragmen sadece kolonda 18 ve 19 niikleotid
uzunlugundaki miRNA’larin 5* ucunda “G” ve “A”
bulunur. miRNA’lar1 olusturan niikleotidler arasin-
da “A+U” dagilimi, ortalama % 72 olarak hesap-
lanmistir. Ancak; tiim dokularda 3’ten 6’ya kadar
olan niikleotid pozisyonunda “C+G” oram “A+U”
oranindan daha fazladir. Ayrica kolon miRNA’sinda
2’den 8’e kadar olan miRNA ¢ekirdegine sahip olan
niikleotid pozisyonlarinda “C+G”nin, “A+U”e gore
daha fazla oldugu belirlenmistir [12,37].

Atlarda Polisistronik miRNA’larin Kromozomal
Lokalizasyonlari

miRNA’larin biyogenezi ya monosistronik (tek bir
gene ait) ya polisistronik (birden fazla gene ait)
lokuslarin transkripsiyonu ile baslatilir [4,8,25].
miRNAlarn yaklasik yarisi kiime yerlesimi gosterir
[34]. Kiimelenmis miRNA’ larin 6nemli bir 6zelligi
de tiirler arasinda korunmus olmasi, homolog miR-
NA’larn tiim tiirlerde goézlenmesidir. Bu nedenle
miRNA’larin kromozomlar {izerinde polisistronik
dagilimi 6nemlidir [28].

Kim ve ark. (2014) ve Zhou ve ark. (2009) at
genomunda kromozom 17 tizerinde miR-17-92 kii-
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mesini saptamistir. Bu kiimenin miR-17, miR-18a,
miR-19a, miR-19b, miR-20a ve miR-92’yi barindi-
ran ve insan dahil tiim omurgalilarda iyi korunan bir
kiime oldugu bilinmektedir. Memelilerde miR-17-
92 kiimesi iki miR-106b-25 ve miR-106a-363 adin-
da paraloglara (bir tek genomda gen ikilenmesi ile
olugmus ve isglevleri farklilasmis) ayrilmistir. Ayrica
13. kromozom iizerinde lokolize olmus eski kiime
ve X kromozomunda lokalize olmus son kiimeler
tespit etmislerdir.

Kim ve ark. (2014) bilinen miRNA’larin yak-
lasik % 53‘iiniin bir polisistronik birimin bir par-
cas1 olarak gozlendigini ortaya koymustur. Insan
verileri ile karsilastirildiginda atta kromozomal ko-
numda kismi farklilik olsa da miRNA’larin kiime-
lenme 6zelliginin korunmus oldugu ortaya ¢ikmig-
tir. Atlarda polisistronik birimlerdeki miRNA’la-
rin orani (% 50) zebrabaliklarinin miRNA’lar ile
benzerdir ve miRNA kiimelerinin yaklasik % 72’si
hesaplama analizi ile tespit edilmis at miRNA’lar1
ile aynmidir [41]. Ancak polisistron pozisyonlarda
oldugu diisiiniilen 160 adet miRNA’in 45’1 in sili-
co yapilan c¢aligsmalarda ortolog pozisyonda tespit
edilememistir. Bunun nedeni olarak farkli miRNA
kiimelenmeleri gosterilmektedir. In silico analizde
BLAST tarafindan belirlenen limitli miRNA’lardan
faydalanilirken bu calismada miRNA kiimeleme,
YNS teknolojisi dizi verilerine dayanarak yapilmis-
tir. Zhou ve ark. (2009) 2. kromozom {izerindeki
miR-302a, -302b, -302c, -302d ve -367 ve X kro-
mozom iizerindeki miR-1912 ve -1264’1, polisist-
ronik miRNA’lar olarak bildirmistir. Kim ve ark.
(2014) tarafindan bulunan polisistronik miRNA’lar
Zhou ve ark. (2009) tarafindan rapor edilmemistir.
Elde edilen bulgular at miRNA’lar1 i¢in kiimelenme
Ozelliginin ortaya ¢ikarilmasi i¢in daha fazla galig-
ma yapilmasinin gerekliligini gostermektedir.

Sonug¢

Bu bilgiler 151831inda at genomunda miRNA iizeri-
ne yapilan ¢alisma sayisinin oldukga sinirlt oldugu
belirlenmistir. YNS teknolojisi kullanilmasi ile atta
normal dokularda bilinen 292 ve yeni 329 miRNA
tespit edilmis ve 6nemli 6l¢lide at miRNA veritaba-
nint zenginlestirdigi ve at miRNA’lar1 i¢in degerli
bir referans olusturdugu ortaya ¢ikmistir. Buna ek
olarak, at dokularinda genel miRNA ifade profili
miRNA’larin birbirinden ayr bir doku-spesifik bir

sablonda ifade oldugu bulunmustur. miRNA’nin
sekansi, kromozomlar {izerindeki dagilimi ve kii-
melenme ozellikleri atta miRNA’ larin biyolojik is-
levlerinin aydinlatilmasinda 6nemlidir. miRNA’lar
doku gelisimi ve spesifik dokularin islevinde 6nem-
li bir rol oynamaktadir ve bu nedenle, cesitli pa-
tofizyolojik durumlarda ¢ok degerli bir biomarker
olarak gelistirilebilir.
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Su Samurlarinda (Lutra lutra) Goriilen Hastaliklar
Banur Boynukara' Timur Giilhan?
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Ozet: Su samuru (Lutra lutra) yari-sucul yasayan, etciller takimmin sansargiller familyasinda yer alan avci bir hay-
vandir. Ekolojik dengenin géstergesi konumundaki bu hayvanlar diinyanin pek ¢ok iilkesinde oldugu gibi iilkemizde
de nesli tiikenme noktasina geldigi i¢in koruma altina alinmistir. Su samurlarinin mikrobiyal florasi ¢ok degiskenlik
gOstermesine ragmen, viral, bakteriyel, mantar ve paraziter hastaliklardan etkilenebilmektedirler. Pek ¢ok evcil ve yaba-
ni hayvan tiiriinde oldugu gibi insan populasyonlari ile zaman zaman temas halinde olduklari i¢in, 6zellikle tasidiklart
zoonoz etkenler agisindan bu hayvanlarda goriilen hastaliklarin detayli olarak incelenmesi 6nem arz etmektedir.

Anahtar kelimeler: Hastalik, Su samuru (Lutra lutra)

Diseases in Otters (Lutra lutra)

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

Derleme / Review Article

populations as well as many domestic and wild animals.

Key words: Disease, Otter (Lutra lutra)

Giris

Tiirkiye’de bilinen 160 memeli tiirii vardir. Bunlarin
yaklagik 120’si yasalar kapsaminda koruma altina
alimmig ve 11°i de belirli donemlerde avina izin ve-
rilen yaban hayvanlari arasinda yer almaktadir. Ul-
kemizdeki memeli hayvan tiirii sayisi pek ¢ok Avru-
pa llkesinden daha fazladir. Ancak ekosistemdeki
olumsuz gelismeler nedeniyle bazi tiirlerin nesilleri
titkkenme noktasina gelmistir. Nesli tiikenme nokta-
sina gelen memeli tiirlerinden bir tanesi de su samu-
ru (Lutra lutra Linnaeus, 1758) dur [28].

Su samurlari, etgiller (Carnivora) takiminda,
sansargiller (Mustelidea) familyasinda, yer alan ya-
ri-sucul avci hayvanlardir. Lutra lutra’nin bilinen
on alt tiirti bildirilmektedir (Tablo 1). Ayrica, kesin
olarak bilinmeyen Angustifrons, Roensis, Splendi-
da, Stejnegeri olmak iizere 4 alt tiir daha tanimlan-
mstir [21].

Sucul ekosistemin en iist basamaginda yer
alan, biyolojik c¢esitliligin ve ekolojik-dengenin bir
gostergesi olan bu hayvanlar, diinya ¢apinda tehli-

ke altinda olan diger hayvanlar gibi kirmiz1 listede
(IUCN/WCMC Red Data List) yer almaktadir [25].
Su samuru populasyonlarindaki azalma, su kirliligi,
poliklorinat bifenil (PCB) konsantrasyonlari, besin
yetersizligi, kiyisal habitatin tahribi, kacak avcilik,
trafik kazalar1 ve balik tuzaklarina bagl oliimler
gibi ¢ok cesitli faktorlere baglidir [28]. Ancak bazi
iilkelerde gerceklestirilen yeniden kolonize edilme
calismalari ile su samuru sayisinda artis saglanmis
ve basarili sonuglar alinmistir [29]. Diinyanin pek
cok iilkesinde 1900’1 yillardan beri sik1 kanunlarla
korunsalar da, irlanda’da képek egitimi, Arnavutluk
gibi bazi tilkelerde kiirkii i¢in, Finlandiya, Macaris-
tan, Norveg, Polonya gibi iilkelerde de balik ye-
tistiricileri tarafindan zaman zaman avlanilmasina
izin verilmektedir [21]. Ulkemizde ise su samuru,
1/7/2003 tarihli ve 4915 sayili Kara Avciligi Kanu-
nunun 2 ve 4. maddelerine dayanilarak Orman ve
Su lsleri Bakanlhiginca koruma altina alinan yaban
hayvanlar1 arasindadir [10]. Su samurlar1 firsatgi
hayvanlardir. Bocek, balik, kurbaga, kus, kiigiik
stiriingenler, kiigiik memeli hayvanlar, tatli su mid-
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yeleri ve meyve gibi genis bir yelpazede beslenme
listesine sahiptirler [25]. Ancak, besin smirlamasi
yasadiklar1 bolgedeki cesitlilikle dogrudan iliski-
lidir. Bu durum somon baliklar1 ve su samuru ilis-
kisini inceleyen bir calismada ele alinmigtir [28].
Calisma sonuglar1 somon balik seviyelerindeki artis
ya da azaligin su samuru diyetini etkilemedigini ve
beslenmede somon baligi disindaki baliklarin da
tercih edilebildigini gostermistir. Calisma bdlge-
sindeki nehir ve gol sistemleri arasinda belirgin bir
ayrimin olmamasi nedeniyle, gdlde yasayan yilan
baliklarimin da tiiketildigi gézlenmistir. Su samurla-
riin beslenme aliskanliklar1 temiz su kaynaklariin
istilac tiirlerce biyolojik invazyonu sonucu olduk¢a
degismistir. Bazi iilkelerde belirli bolgelerde sinirh
yayilis gosterirken, beslenme aliskanliklaria gore
yayilis alanlar1 sinir tanimamaktadir [28]. Su samu-
ru populasyon yogunlugu ve biyolojik/ekolojik ka-
rakteri hakkinda Tiirkiye’de [10] ve pek ¢ok Avrupa
iilkesinde [25,28,29] calismalar yapilmistir. Su sa-
muru populasyonlariin izlenmesi olduk¢a zordur.
Pek ¢ok bolgede insan yasantisindan uzak ve tirkek
bir hayat siirmektedirler. Bu nedenle gerek iilkemiz-
de gerekse diger iilkelerdeki verilerin populasyon
yogunlugunu ve iilkedeki dagilimini net olarak or-
taya koymamasi dogaldir [34].

Tablo 1. Lutra lutra’nin alt tiirleri [21]

Alt tiir ismi Dagilimi
L. lutra Yaygin
L. aurobrunnea Nepal
Tayland, Vietnam, Malezya,
L bz g Sumatra, Java !
L. chinensis Cin
L. kutab Kagmir
L. meridionalis Iran, Giiney Rusya
L. monticola Nepal, Sikkim, Assam
L. nair Sri Lanka, Giiney Hindistan
L. seistanica Afganistan, Rusya, Pamir

L. whiteleyi Japonya

Su samurlarinin dogadaki yayilisini izlemede
diski, ayak veya belirleyici iz ve isaretlerin incelen-
mesi kullanilmaktadir. Demografik ve yasam hika-
yeleri hakkinda detayli bilgi edinmek icin genetik
metotlardan da yararlaniimaktadir. Digkidan DNA
analizi ile bireysel molekiiler isimlendirme, kulla-
nilabilecek metotlar arasinda gosterilmektedir. Dis-
kidan DNA ekstraksiyon sansini arttirmak igin top-

lanan digkilarin taze olmasini saglamak adma giin
dogumunda ve tekrarlayan giinlerde 6rnek alinmasi
gerekmektedir. Taze diski ayn1 zamanda fekal mik-
rofloranin mikroskobik ve makroskobik karakteri
hakkinda da saglikl bilgiler vermektedir [29].

Memeli hayvanlarda bagirsak mikroflorasi
beslenme aligkanligi ve besin kaynagina gore de-
giskenlik gosterse de, su samurlarinda beslenme
ile mikroflora arasinda iliski olmadig: bildirilmek-
tedir. Su samuru fekal mikroflorasi ve potansiyel
patojenlerin identifikasyonu, su samuru populasyon
saglig1r dneminin anlasilmasi ve izlenmesi agisindan
oldukca 6nemlidir. Su samurlarinin mikroflorasini
belirlemek icin yapilan bir ¢alismada [25], 31 adet
disk1 6rnegi aerobik, anaerobik sporlu bakteri izo-
lasyonu ve PCR ile viruslar (Coronavirus, Parvo-
virus, Adenovirus, Parainfluenza virus) ydniinden
incelenmistir. Arastirma sonuclari su samurlarinin
mikroflorasinda ¢ok farkli bakteri oldugunu goster-
mistir. 88 adet Gram negatif (23 smif) ve 44 adet
Gram negatif (10 smif) bakteri izole edilmistir. Dort
izolat kesin olarak identifiye edilememis ve hayvan
izolatlari ile ilgili biyokimyasal testlerin optimizas-
yonu sonucu 16S rRNA sekansi gergeklestirilmistir
(Tablo 2 ve 3). Higbir 6rnekte incelenen virus tipleri
tespit edilememistir. Arastiricilar, farkli 6rnekleme
alanlarindan daha fazla hayvandan saglanan kap-
samli verilerle fekal flora ve gegici bakterilerin ayirt
edilebilecegine isaret etmislerdir.

Evcil hayvanlar ve insanlar birgok benzer pato-
jeni paylasirlar. Evcil veya yabani hayvan orijinli ve
insanlarda hastaliga neden olan patojenler zoonotik
organizmalar olarak bilinmektedir [2]. Insanlar: et-
kileyen hastaliklarin yaklasik %61°1 zoonoz karak-
terde oldugu i¢in diinya capinda yaygin bir insan
sagligi sorunudur. Insanlardan hayvanlara gegen
hastaliklar antropozoonoz hastaliklar olarak isim-
lendirilmektedir. Global insan populasyonundaki
artisa paralel olarak antropozoonoz oranlarinda be-
lirgin bir artig goriilmektedir. Baz1 insan hastaliklar
yaban hayatinin korunmasi ile dogrudan baglanti-
lidir. Evcil hayvan patojenlerinin ¢ogu (%77) ve
evcil et¢il hayvan patojenlerinin daha fazlasi (%91)
yaban hayati1 dahil pek ¢ok konakg¢iy1 enfekte ede-
bilmektedir. Bu grup patojenleri tanimlamak, insan
ve evcil hayvanlarda yeni enfeksiyonlarn ortaya
¢ikisini onlemek adina insan sagligi agisindan ¢ok
onemlidir [6].
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Tablo 2. Su samuru digkr rneklerinden izole edilen Gram pozitif bakteriler [25]

izolat sayis1  Pozitif 6rnek

Simif Tiir (%) sayisi
Aerococcus A. viridans 2(1.5) 2
. B. brevis, B. cereus, B. licheniformis, B. megaterium,
Bacillus B. pumilus, B. sphaericus, Bacillus sp. 120.1) 8
Cellulomonas/ . :
Microbacterium Cellulomonas/Microbacterium sp. 2 (L.5) 2
. C. beijerinckii/butyricum, C. perfringens,
Clostridium C. sordelii, Clostridium sp. 120.1) 10
Corynebacterium C. aquaticum, C. diphteriae mitis 3(2.3) 2
Enterococcus E. durans, E. faecalis, E. faecium 5(3.8) 5
Paenibacillus P. alvei 1 (0.8) 1
Propionibacterium P avidum 3(2.3) 3
Staphylococcus S. simulans 1 (0.8) 2
Streptococcus S. porcinus 1(0.8) 1
[simlendirilmeyen 2(1.5) 2
Toplam 44 (33.3)

Tablo 3. Su samuru digki 6rneklerinden izole edilen Gram negatif bakteriler [25]

St Tiir Izolat sayis1  Pozitif 6rnek
(%) sayis1
Acinetobacter A. Iwoffi 1(0.8) 1
Aeromonas A. hydrophila, A. hydrophila/caviae, A. sobria 18 (13.6) 15
Agrobacterium A. tumefaciens 1(0.8) 1
Burkholderia B. cepacia 4(3.0) 4
Buttiauxella B. agrestis 1(0.8) 1
Chryseomonas C. luteola 1 (0.8) 1
Citrobacter C. amalonaticus, C. braaki, C. youngae, Citrobacter sp. 7 (5.3) 6
Empedobacter E. brevis 1(0.8) 1
Enterobacter E. amnigenus, E. cancerggenus, E. cloacae, E. gergoviae, 7(5.3) 7
E. sakazakii, Enterobacter sp.

Escherichia E. coli, E. vulneris 3(2.3) 3
Hafnia H. alvei 2 (1.5) 2
Klebsiella K. oxytoca, K. pneumoniae, K. ozaenae 3(2.3) 3
Moraxella Moraxella sp. 2 (1.5) 2
Morganella M. morganii 1(0.8) 1
Pantoea P. agglomerans, Pantoea spp. 13 (9.8) 12
Pasteurella Pasteurella sp. 1(0.8) 1
Pseudomonas P aeruginosa, P. fluorescens, P. putida 5(3.8) 5
Rahnella R. aquatilis 1(0.8) 1
Salmonella S. arizonae, S. pullorum 4(3.0) 3
Serratia S. fonticola, S. plymuthica, Serratia sp. 3(2.3) 2
Shigella Shigella sp. 1 (0.8) 1
Vibrio V. alginolyticus, V. metschikovii, V. parahaemolyticus 5(3.8) 5
Yokenella Y. regensburgei 1 (0.8) 1
[simlendirilmeyen 2(1.5) 2
Toplam 88 (66.7)
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Yaban hayat1 ve evcil hayvanlarin paylastiklar
hastaliklar acisindan hastalik ekolojisini etkileyen
faktorleri arastirmak gerekmektedir. Stiphesiz hay-
van yetistiriciligi ve yaban hayat1 arasinda baglanti
kuran ciftlikler, tarim alanlar1 ve demografik degi-
simler ve hayvan hareketleri hastaliklarin yayilisin-
da 6nemli rol oynamaktadir. Su samurlar1 zaman
zaman yerlesim merkezlerine gelerek, insanlarla
dogrudan temas kurabilmektedir [28].

Su samurlarinda gecgerli mikroflora karakteri-
zasyon calismalart yetersizdir, diski izolatlariin
klinik 6nemi ve ¢evresel kontaminant iliskili hasta-
liklar hakkinda az sayida bilgi mevcuttur. Su samur-
lar1 viral, bakteriyel, mantar ve paraziter hastaliklar-
dan etkilenebilmektedir [29].

Su Samuru Hastaliklar:

Bakteriyel Hastaliklar

Tiiberkiiloz: Tiiberkiiloz, ¢ok bulasici ve kronik
seyrettigi i¢in, su samurlari agisindan en Onemli
hastaliktir. Hastalik, Mycobacterium tuberculosis,
M. bovis veya M. avium tarafindan olusturulmak-
tadir. Cogu Avrupa tllkesinde sigir tiiberkiilozu
eradike edilmisken ve M. humanus ve M. microti
¢ok nadir izole edilirken, M. avium nedenli vakalar
bildirilmektedir. Hastalik tiiberkiilozlu kanatlilarin
tilketilmesiyle meydana gelmektedir [21].

M. tuberculosis enfeksiyonu egzotik et¢il hay-
vanlarda ¢ok nadiren rapor edilmektedir. Avrupa’da
hayvanat bahgesinden getirilen bir su samurunda
tiiberkiiloz vaka takdimi yapilmistir [16]. Su sa-
murlarinda ilk dogrulanmis M. bovis enfeksiyo-
nu Lee ve ark. [15] tarafindan yapilmistir. Onceki
yillarda da tiiberkiiloz bildirimi yapilmistir. Ancak,
mikobakteriyel enfeksiyon bakteriyolojik kiiltiir ve
molekiiler metotlarla dogrulanmamistir [5]. Cesitli
mantar sporlariin solunmasi sonucu goriilen akci-
ger granulomatoz lezyonlari, tiiberkiiloz lezyonlari-
na benzerlik gdsterdigi icin M. bovis izolasyonu ve
dogrulanmasi yapilmalidir [19].

Kuzey irlanda’da 2008 yili Ocak ayinda 6lii
olarak bulunan yetiskin bir erkek su samuru post-
portem incelenmistir. Karaciger, akciger, dalak ve
ince barsak Ornekleri histolojik olarak incelenmis
ve Ziehl-Neelsen (ZN) yoOntemiyle boyanmistir.
Akciger orneklerinde kapsiillenmemis makrofaj ve
lenfosit yiginlarindan olusan fibrinoid nekroz odak-

lar1 belirlenmistir. ZN boyamada akciger ve bobrek
lezyonlarindaki makrofajlar i¢inde ¢ok sayida aside
direncli basiller saptanmistir Boylece M. hovis’in su
samurlarinda enfeksiyon yapabildigi gosterilmistir.
Orneklerden izole edilen ve molekiiler olarak da
karakterize edilen M. bovis alt tipi sigirlarda tiiber-
kiiloz vakalarindan izole edilen suslarla yakindan
iligkili bulunmustur. Bu nedenle, su samurlarinin
enfeksiyonu direkt veya indirekt olarak sigirlardan
ya da ayni etkenle enfekte oldugu bilinen porsuk
(Meles meles) gibi ortak bir yabani kaynaktan alabi-
lecegine isaret edilmektedir [15].

Ingiltere’de gergeklestirilen bir arastirmada,
¢ogunlugu trafik kazalar1 (%80) ve daha azi septik
sirik yaralanmalart (%10) sonucu Slmiis 690 su
samuru incelenmistir. Nekropsi sonucunda tiiber-
kiiloz siipheli lezyonlar histolojik ve doku 6rnekleri
de kiltiirel yontemlerle analiz edilmistir [36]. Ay-
rica 2000 yili1 boyunca 18 su samuruna ait akciger
ve lenf diigiimleri mikobakteriler yoniinden kiilti-
re edilmistir [35]. Her iki ¢alismada da organlarda
makroskobik olarak tiiberkiiloz lezyonlar: izlenme-
mis ve incelenen tiim 6rnekler mikobakteriler agi-
sindan histolojik ve kiiltiirel yonden negatif bulun-
mustur [35,36].

Cek Cumbhuriyetinde 2002-2007 yillar1 arasin-
da gerceklestirilen bir ¢alismada [13] incelenen 4 su
samurunun tamami M. avium subsp. paratuberculo-
sis yoniinden negatif bulunmustur. Benzer sekilde,
Ispanya’da yabani karnivorlarda gerceklestirilen
retrospektif bir arastirmada [20] farkli tiirlerden
alinan kan serumlar1 M. bovis proteinine (MPB70)
kars1 antikor yoniinden incelenmis ve drnek alinan
su samuru ELISA ile serolojik olarak negatif bulun-
mustur.

Salmonella Enfeksiyonlari: Salmonella tiirle-
ri insan, evcil ve yabani hayvanlari etkileyen 6nemli
zoonotik enteropatojenlerdir. insan ve yaban haya-
tindaki hayvanlardan benzer tiirlerin izole edilme-
si, Salmonella tiirleri i¢in yabani hayvanlarin birer
rezervuar olabilecegini gostermistir. Hayvanlar et-
keni asemptomatik olarak tasiyabilirler ve aralikli
olarak yayabilirler. Hayvanlarda enteritis, septisemi
ve abort gelisebilir. Etkenler ¢cevrede ¢cok uzun siire
canli kalabildigi i¢in, fekal-oral yolla veya kontami-
ne su ya da gida ile bulasabilmektedir. Su samurlari,
Salmonella tiirlerini kontamine su, gida, hayvansal
atiklar veya yabani kuslardan alabilmektedir [26].
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Koruma alanlarindaki rehabilitasyon merke-
zinde [3] ve yabani hayatta [11] su samurlarindan
Salmonella tiirleri izole edilmistir. Su samurlarinda
Salmonella anatum’un bobrek hasari olusturdugu
bildirilmistir [8]. Portekiz’de yapilan bir ¢alismada
[26] incelenen 67 su samuru digkt 6rneginin 5’inde
(%7.6) Salmonella izolasyonu yapilmustir. izolatla-
rin 3’1 S. enterica ssp. arizonae, 2’si de S. Galli-
narum olarak identifiye edilmistir. Arastirmada izo-
latlarin tamami1 amoksisilin-klavulonik asit, ampisi-
lin, sefhaleksin ve penisiline diren¢li bulunmustur.
Coklu antibiyotik direngliligine sahip Salmonella
tiirleri agisindan su samurlarinin tasiyici olabilece-
gine vurgu yapilmistir. Su samurlarinda dogal ya-
sam alanlarinda antibiyotik tedavisi goérmedikleri
halde, antibiyotik direngli bakterilerin izole edil-
mesi direncliligin cevresel olarak aktarilabilecegini
gostermektedir. Bu hayvanlar, evcil hayvanlarda ve
insanlarda tedavi veya koruyucu amagcla kullanilan
antibiyotiklerle yasam alanlarinda kars1 karsiya ka-
labilmektedirler [29].

Enterokok Enfeksiyonlari: Enterokoklar pek
¢ok hayvan tiirlinde oldugu gibi, su samurlarinin
da bagirsak mikroflorasini olusturan bakterilerdir.
Portekiz’de gerceklestirilen bir ¢aligmada [31] su
samurlarina ait disk1 6rneklerinden, konvansiyonel/
molekiiler metotlarla izole edilen 29 Enterokok susu
viriilens faktor ve antibiyotik direngliligi agisindan
incelenmistir. izolatlarin 19°u E. faecalis, 9’u E. fa-
ecium ve 1’1 de E. durans olarak isimlendirilmis ve
PCR-fingerprinting sonucu yiiksek diizeyde geno-
mik gesitlilik saptanmustir. Izolatlarin 3’{inde sitoli-
zin ve 6’sinda jelatinaz belirlenmistir. izolatlarin 5’i
ace ve acm, 7’si ebpABC, 14’1 gelE ve 3’1 de cylA
genleri agisindan pozitif bulunmustur. Tiim izolat-
larda antibiyotik direnglilik saptanmustir. 17 izolatta
tet(M) ve pbp5, 13 izolatta vanB ve 5 izolatta vanD
direng geni tespit edilmistir. Tiim gentamisin di-
rengli enterokok suslarinda gentamisin direngliligi-
ni kodlayan aac(60)-leaph(200) geni saptanmistir.
Tiim izolatlar viriilens ve/veya antibiyotik direng
ozelliklerine sahip olduklart i¢in, serbest yasayan
su samurlarmin viriilent/direngli enterokoklarin
ayni1 ekolojik alan1 paylasan diger hayvanlar arasin-
da yayilisindaki ve direkt olarak etkilesim halinde
olduklart insanlar agisindan potansiyel saglik riski
olusturmasindaki rolleri gbéz ardi edilmemelidir.
Antibiyotik direngliliginin diisiik seviyelerde olma-

s1, ornek toplanan hayvanlarin onceleri antibiyotik
tedavisi gormemesi nedeniyle beklenen bir sonug
olarak yorumlanmistir. Bununla birlikte, su samuru
orijinli 5 izolatin vankomisine ve 11 izolatin da gen-
tamisine direncgli olmas1 6zellikle bu antibiyotikle-
rin klinik 6neminden dolay1 dikkat cekicidir. Tiim
izolatlar amoksisilint+klavulanat ve ampisiline du-
yarli bulunmustur. Diger yandan, gentamisin insan-
larda yaygin bir sekilde enterokokal enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanildig1 i¢in bu direncin ortaya ¢ik-
mast ve yayilist insan saghigi agisindan risk teskil
edebilmektedir [31].

Stafilokok Enfeksiyonlari: Stafilokoklar su
samurlarinda apse olgularinda izole edilmistir [§].
Ayrica, stafilokoklarla iliskili hepatik hematom, ak-
ciger, bobrek, dalak ve subkutandz apseleri igeren
sekonder enfeksiyonlar bildirilmistir [11]. Baska
bir ¢alisma Avusturya yaban hayatinda oksasilin
direncli Stafilokok tiirlerinin belirlenmesi amaciyla
2012-2013 yillar1 arasinda gerceklestirilmistir. 40
farkli yaban hayvanina ait burun ve perineal svap
Ornegi incelenmis ve bir su samurundan S. aureus
izolasyonu yapilmigtir. Hayvanda makroskobik ola-
rak siddetli purulent pnémoni ve leptomeningitis
tespit edilmistir. Boylece, su samurlarindan ilk kez
mecC geni pozitif MRSA saptanmuistir [17].

Yersinia Enfeksiyonlari: Yersinia enterocoli-
tica ve Y. pseudotuberculosis insanlar igin 6nemli
enterik patojen etkenler arasinda yer almaktadir.
Enfektif insan suglar1 kontamine gida, enfekte hay-
vanlarla temas ve kisiden kisiye temas ile bulasa-
bilmektedir. Yabani hayvanlar Yersinia tiirlerinin
bulastirilmasinda 6nemli bir potansiyel arag olarak
goriilmektedir. Su samurlarinin, yersiniozisin epi-
demiyolojisinde 6nemli rol oynayan Y. enterocoliti-
ca ve Y. pseudotuberculosis bakimmdan muhtemel
dogal rezervuar oldugu gosterilmistir. Patojenik
Yersinia tiirleri, su samurlarinin da iginde oldugu
37 farkli yabani hayvan tiirinde incelenmis ve 3 su
samuruna ait akciger 6rmeginin 1’inden Y. pseudotu-
berculosis serotip O:2 izole edilmistir [24].

Klostridiyal Enfeksiyonlar: iskocya’da reha-
bilitasyon merkezinde, 6lii bir su samuruna ait doku
orneklerinde Clostridium piliforme izole ve identifi-
ye edilmistir. Genellikle laboratuvar hayvanlarinda
Tyzzer hastaligina neden olan etken, ilk kez su sa-
murlarinda bildirilmistir [35]. Su samurlarinda tok-
sijenik C. perfringens’in varligi Kimber ve Kollias
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[11] tarafindan bildirilmistir. Ayrica gazli kangren
etkenlerinden C. welchii, su samurlarindan izole
edilmistir [21].

Leptospirozis: Leptospirozis, hayvanlardan
insanlara bulasan zoonoz bir hastaliktir. Hastalik,
belirti géstermeyen tasiyict kemirgenler, vahsi hay-
vanlar, ¢iftlik ve evcil hayvanlarin idrarlari ile kirle-
tilmis gida ve sular ile bulasabilmektedir [9]. Inkii-
basyon periyodu 2 giin-3 ay arasinda degismektedir.
Su samurlarinda Leptospira enfeksiyonu nadiren ra-
por edilmekle birlikte, inaktif asilama ve yillik tek-
rar1 Onerilmektedir [21]. Farkli tiirlerden 201 yabani
ve evcil et¢il hayvan {izerinde yapilan bir arastirma-
da [22] serum, idrar ve bobrek 6rnekleri leptospiro-
zis acisindan incelenmistir. Su samurlari harig tim
hayvanlarin etkenle temas ettikleri bildirilmistir.

Diger Bakteriyel infeksiyonlar: Su samurla-
rinda Proteus mirabilis kokenli iirogenital sistem
enfeksiyonlart bildirilmigtir [3,8]. Boyle enfeksi-
yonlar genellikle Streptokok enfeksiyonlar1 ve Ko-
libasillozis ile iligkilendirilmistir [21].

Acinetobacter ve Pasteurella tiirlerinin su sa-
murlarindaki potansiyel patojenik rolleri hakkin-
daki literatiir verileri sinirhidir. Kimber ve Kollias
[11] Acinetobacter tiirlerini su samurlarinda tanim-
lamislar, ancak klinik 6nemi hakkinda bilgi ver-
memislerdir. Fransa’da su samuru rehabilitasyon
merkezinde yapilan bir aragtirmada [4], 1sirik ve
cesitli nedenlerle yaralanan su samurlarinda yiiksek
oranda (%62.5) oliimlerin gorildigi bildirilmistir.
Incelenen drneklerin ikisinden Pasteurella multoci-
da izole edilmistir.

Klebsiella pneumoniae kokenli retrofarengial
apse ve agir pndmoni olgular1 sonrasi su samurla-
rinda Slimler oldugu bildirilmistir. Ayrica arasti-
ricilar, patojenik E. coli nedenli iirogenital sistem
enfeksiyonlarindan bahsetmisler ve beta-hemolitik
streptokoklarla iligkili {irogenital sistem enfeksi-
yonlarina dikkat ¢ekmislerdir [§].

Pseudomonas tiirlerinin potansiyel patojenik
rolleri arastirilmis, sadece P. putrefaciens ile iliskili
su samuru hastaliklari belirlenmistir [11].

Ingiltere’de trafik kazasi sonucu &lmiis su sa-
murundan izole edilen Gram pozitif katalaz negatif
kok morfolojisine sahip bir bakterinin isimlendiril-
mesi fenotipik ve filogenetik incelemelerle arasti-
rilmistir. Karsilastirmali 16S rRNA gen sekansi so-

nucunda bu bakteri Vagococcus simifi ile yakindan
iligkili, ancak Vagococcus fluvialis ve V. salmonina-
rum’dan farkli, yeni bir alt tiir olarak tanimlanmig-
tir. Bilinmeyen bu bakteri, biyokimyasal testler ve
tiim hiicre proteinlerinin elektroforetik analizleri ile
iki Vagococcus tiiriinden ayrilmistir. Filogenetik ve
fenotipik esaslara gore bu yeni tiir V. lutrae olarak
isimlendirilmistir [14].

Plesiomonas shigelloides tarafindan sekillendi-
rilen su samuru abort vakasi bildirilmistir [21].

Viral Hastaliklar

Su samurlarinda bazi kopek ve kedi viral patojen-
lerine kars1 duyarlilik belirlenmistir. Kopek ve kedi
parvoviruslari, coronoviruslari, kopek herpes virus-
lar1 ve kopek adenovirus tip 2’ye kars1 antikorlarin
varligindan s6z edilmesine ragmen [11,12], su sa-
murlarmin viruslarin yayilmasinda rezervuar olarak
potansiyel rolleri yeterince net degildir [21].

Su samurlarina ait diski 6rneklerinin Adenovi-
rus, Parvovirus, Parainfluenza virus yoniinden PCR
ile analiz edildigi bir ¢calismada [25] tiim Ornekler
negatif bulunmustur. Arastirmada, 6rnek alinma za-
manina dikkat c¢ekilerek dogru 6rnekleme yapmak
icin farkli sezonlarda 6rnek alinmasi gerekliligine
vurgu yapilmigtir.

Diger yandan Kore Cumhuriyeti’nde gercek-
lestirilen bir arastirmada, oli olarak bulunan bir
su samurunda Canin adenovirus tip 1 (CAV-1) tes-
pit edilmistir. Nekropside karacigerde biiyiime ve
nekroz, bobrekte atrofi belirlenmistir. Mikroskopik
olarak plazma hiicreleri ve lenfositlerden olusan
mononiikleer hiicre infiltrasyonu ile multifokal ka-
raciger nekrozu saptanmistir. Karacigerde, elektron
mikroskobu ile hepatositlerin ¢ekirdeginde karak-
teristik, 70 nm ¢apinda, adenovirus partikiilleri go-
rilmdstir. Arastiricilar, CAV-1 i¢in su samurlarinda
ilk tespit olduguna dikkat ¢ekmislerdir. Ayrica, hay-
vanin etkene karsi asilanmadigini, su samurlari i¢in
hastaligin 6liimciil olabilecegini bu nedenle inaktif
bir as1 ile asilama yapilmasi, ek olarak diger etgil
hayvanlarla temasin 6nlenmesi i¢in etkili hijyenik
tedbirlerin alinmasi gerekliligine isaret etmislerdir
[27].

Kuduz: Avustralya ve bazi kiigiik adalar di-
sinda diinyanin pek ¢ok kisminda Kuduz hastalig
goriilmektedir. Su samurlarinda kuduz vakalar bil-
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dirilmis [30] ve insanlar i¢in risk olusturduklarina
dikkat cekilmistir. Hastaligin inkiibasyon stiresi bir
hafta ile birkag ay arasindadir. Su samurlarinda ku-
duza kars1 inaktif as1 ile her yil asilama bagisiklik
i¢in Onerilmektedir [21].

Kopek Genclik Hastalhigr (Distemper): Su
samurlarinda kdpek genclik hastaligi virusu belir-
lenmistir [7]. Inaktif bir as1 ile yillik asilama &ne-
rilmektedir. Ancak, inaktif agilama yeterince uzun
siire bagisiklik saglamadigi i¢in atteniie canli asila-
rin kullanilmasinin daha dogru bir yaklagim oldugu-
na dikkat ¢ekilmektedir [21].

Parvovirus Enfeksiyonu: Su samurlarmin
hastaliga duyarli oldugu bildirilmis, bazi su samuru
tiirlerinde hastaliga kars1 seropozitiflik saptanmis ve
inaktif kopek asilart ile yillik asilama tavsiye edil-
mistir [21].

Mantar Hastaliklar:

Su samurlarinda mantar hastaliklar1 oldukc¢a nadiren
goriilmektedir. Rapor edilen ilk mantar vakasindan
Monilia tiirii izole edilmistir. S6z konusu mantar tii-
riiniin normal deri mikroflorasinda kommensal ola-
rak bulunan firsatg1 patojen oldugu belirlenmistir.
Hastaligin sekillenmesinde ¢evresel etkenler, kon-
disyon kayb1 ve stres faktorleri etkili bulunmustur.
Ancak su samuru kiirkiiniin saglam oldugu ve man-
tarin yayilmadigi saptanmigtir [21].

Italya’da gergeklestirilen giincel bir calismada
[17], trafik kazas1 sonucu 6len bir su samurundan
Emmonsia tiirii mantar izole edilmistir. Emmonsia
tiirlerine ait mantarlarin solunmasi sonucu ortaya
cikan hastalik Adiaspiromikozis olarak tanimlan-
maktadir. Diger yandan, Coccidiodes immitis, Mic-
rosporum spp ve Trychophyton spp. tiirii mantarla-
rin su samurlarinda potansiyel olarak klinik 6neme
sahip olduklar1 bildirilmektedir [6].

Paraziter Hastaliklar

Su samurlar ¢ok sayida zoonotik potansiyele sahip
parazite konakgilik etmektedir. Yar1 sucul yasayan
bu hayvanlar, kara, tathi su ve deniz habitatlar1 ara-
sinda patojenlerin tasinmasinda 6nemli rol {stlen-
mektedirler. Buna ragmen, su samurlarinin tasidigi
parazitler fazlaca incelenmemigtir [21].

Su samurlarinda kene ve bit diginda ektoparazit
bildirimi yapilmamistir. Ektoparaziter hastaliklarin

dagilimi, yayilis1 ve goriilme siklig1 biyolojik ya-
sam evrelerine baglh olarak mevsimsel degiskenlik
gostermektedir. Su samurlarinda bulunan ektopara-
zitlerin ve bunlarin biyotik veya abiyotik degisken-
lerden etkilenip etkilenmedigini arastirmak i¢in ya-
pilan bir ¢aligmada, incelenen hayvanlarda ektopa-
razit olarak sadece Ixodes hexagonus tiiriinde kene
tespit edilmistir. Incelenen hayvanlarda baska kene
tiirlerinin tespit edilmemesi, su samurlarin gece av-
lanmas1 ve yari1 sucul bir yagam siirmesi ile baglan-
tili olabilecegi ifade edilmistir. Kondisyonu iyi olan
hayvanlarda kotii kondisyonlu olanlara gore daha az
kene gozlenmistir. Su samurlarinin ¢ok sayida kene
tagimasi nedeniyle bu hayvanlarin /. hexogonus tiirii
kenelerce taginan zoonoz etkenlerin yayilmasinda
potansiyel rollerinin arastirilmasi sonucuna varil-
mustir [32].

Diger yandan, hastaliklarin nakledilmesinde
onemli olan, Amblyoma americanum, Dermacentor
variabilis, Ixodes banisi, I. cookie ve I. uriae gibi
kene tiirlerinin de su samurlarinda tespiti yapilmis-
tir [6].

Su samurlarinda sestod, nematod, trematod ve
protozoon tiirlerini igeren, ¢cok sayida endoparazit
tiri tespit edilmis, ancak pek ¢ogunun klinik ve
patolojik 6nemi ortaya konulamamistir. Spirometra
mansonoides (sestod), Dracunculus insignis, Stron-
ayvloides lutrae, Capillaria aerophilus, Capillaria
hepatica, Gnathostoma miyazakii, Dioctophyme
renale (nematod) ve Paragonimus kellicoti (trema-
tod)’nin su samurlarinda hastalik yaptig1 bilinmek-
tedir. Ayrica, Cryptosporidium spp., Giardia spp.,
Isospora spp., Sarcocystis spp. ve Toxoplasma gon-
dii gibi protozoonlarla ilgili nadir de olsa, daha ¢ok
serolojik olmak iizere hastalik vakalar1 rapor edil-
mistir [6]. Diger yandan, Isthmiophora melis, Opist-
horchis felineus, Eustrongylus gigas, Eryhelmis,
Molineus, Heterophyidae alt tiirleri yaygin olarak
saptanan endoparazitlerdir. 1. melis ve O. felineus
tiirleri zoonoz potansiyele sahiptirler. Su samurlari-
nin karin boslugunda ve pelvis renalisinde yasayan
E. gigas, bobrek doku hasari, iireterlerde hipertro-
fi ve peritonitis olusturabilen bir nematottur [21].
Geng bir su samurunun kalbinde Dirofilaria immitis
belirlenmis ve su samurlarinin bu parazit igin belir-
leyici konaker olduguna dikkat ¢ekilmistir [18].

Pseudamphistomum truncatum insanlar dahil
balikla beslenen memelileri de igeren genis bir ko-
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nake1 spektrumuna sahip ve safrada yasayan firsatgi
trematodtur. P. truncatum salyangoz ve tatli su ba-
liklar1 olmak iizere iki ara konakc¢ili karmasik bir
yasam dongiisiine sahiptir. Enfekte baliklarin tiike-
tilmesi ile memelilere bulasabilen bu parazit, 249 su
samurunun 7’sinde (%2.8) belirlenmis ve vakalarin
cogunun oliimle sonuglandigi rapor edilmistir [23].

Belarus’ta 18 yillik periyotta farkli yabani hay-
vanlara ait 151 karkasin helmintolojik incelemesi
amaciyla yapilan bir ¢alismada [33], 25 su samu-
ru orneginin sadece 1 (%4)’inde Fasciola hepatica
tespit edilmistir. Arastiricilar ortak yasam alanlari-
nin F. hepatica yumurtalarini igeren digkilari tasi-
yan yabani hayvanlarca kontamine edilmesinin ara-
konakg1 olan yumusakgalarin enfeksiyonuna neden
olabilecegine ve hastaligin diger duyarli konakgila-
ra bulastirilabilecegine dikkat ¢ekmislerdir.

Toksoplazmozis, hem insan hem de evcil ve
yabani hayvanlart etkileyen, diinya capinda éneme
sahip zoonotik bir hastaliktir. Diinya Saglik Orgiitii,
heniiz yabani/evcil hayvanlar ve insanlar arasinda
kesin olarak enfeksiyon baglantis1 kurulamamasina
ragmen, Toxoplasma gondii hakkinda detayli epi-
demiyolojik verilerin toplanmasini Onermektedir.
Yabani hayvanlarda hastaligin seroprevalansi ye-
terince calisiimamustir. ingiltere’de gergeklestirilen
bir aragtirmada [4], ¢esitli nedenlerle 6lmiis 271 su
samuruna ait gogiis boslugundaki kan 6rneklerinin
108 (%39.9)y’inde T. gondii’ye karsi seropozitif-
lik belirlenmistir. Calismada 6liim nedenlerinin bu
hastaliktan olup olmadiginin net olarak bilinmedi-
gini, ancak su samurlarinda seropozitifligin yiiksek
bulunmasimin hastaligin epidemiyolojisi agisindan
onemli olduguna vurgu yapilmstir. Ispanya’da ya-
pilan benzer bir ¢alismada [37], farkli tiirden 282
yabani etcil hayvan 7. gondii agisindan serolojik
olarak incelenmis ve 6 su samurunun tamaminda
seropozitiflik saptanmustir.

Su samurlarinda, parazitlerin 6nemi diger etcil
hayvanlara gore daha azdir. Sosyal temas eksikli-
i, disiik niifus yogunlugu ve genellikle biiyiik “ev
aralig1” parazitlerin yayilisi i¢in ekolojik engeller-
dir. Ozellikle diskilama alanlarina seyrek ziyaretler
ve su ile sik temas diski ile enfeksiyon tehlikesini
sinirlamaktadir. Ayrica su, yumurta ve larva kon-
santrasyonunun seyreltilmesinde etkili olmaktadir.
Ancak 6zellikle yasam alanlarina yeni katilan hay-
vanlarda digkilarin parazitler agisindan periyodik

taranmast gerekli goriilmektedir. Baz1 bolgelerde
diizenli asilamalara ilave olarak, endoparaziter ilag
uygulamalar1 6nerilmektedir [21].

Neoplastik Hastaliklar

Su samurlarinda neoplastik hastaliklar ¢ok nadir go-
rillmektedir. Ancak c¢esitli tlkelerde zaman zaman
bildirimi yapilmaktadir. Malignant melanom [38],
hepatoselliiler adenom [1] ve testis Orneklerinde
sertoli hiicre tiimori [3] saptanmustir.

Asilama

Su samurlar1 bazi viral hastaliklara (Kuduz, Distem-
per) kars1 1900°1i yillarda asilanmaktayken, giinti-
miizde yaygin asilamalar yapilmamaktadir. Bunun-
la birlikte Parvoviral enteritis, Distemper, Kuduz ve
Leptospirozise karsi agilamalar onerilmektedir [6].

Sonuc¢

Bu makalede, su samurlarinda goriilen hastaliklara
ait glincel literatiir verileri 6zetlenmistir. Su samuru
populasyonu bilingsiz pestisit kullanimi, akarsular-
da balik stoklarini etkileyen cgesitli diizenlemeler,
barajlar, akarsu vejetasyonunun kaldirilmasi, orman
alanlarinin acilmasi, yol yapimi, kacak avcilik, isti-
laci tiirlerin ¢ogalmasi, kiy1 alanlarinin tahrip edil-
mesi, evsel ve endiistriyel atiklarin akarsulara bira-
kilmas1 gibi nedenlerle diinyanin pek cok iilkesinde
tilkkenme noktasina gelmistir.

Biyolojik cesitliligin ve dengenin bir gosterge-
si olarak kabul edilen bu hayvanlarin eski populas-
yonlarina ulasmalar1 adina siki tedbirlerin alinmasi
gerekmektedir. Pek cok iilkede su samurlarinin ya-
yilis1 ve yasam alanlarimi belirlemeye yonelik ca-
lismalar yapilmistir. Gegmiste lilkemizde genis bir
yayilis alanin oldugu bilinmekle birlikte, su samur-
larinin dagilimi ile ilgili detayli bilgiler yetersizdir.
Ulkemizin degisik bolgelerinde yapilacak arastir-
malarla su samurlar1 hakkinda 6nemli veriler elde
edilebilecektir.

Pek ¢ok iilkede kurulmus ve aktif olarak faali-
yet gdsteren su samuru hastalik takibi ve rehabilitas-
yon merkezlerinin iilkemizde de kurulmasi gerek-
mektedir. Su samurlarinin mikroflorasi ve tasidig
hastaliklar yoniinden incelenmesi, bu hayvanlarin
tasidig1 zoonotik hastaliklar1 ortaya ¢ikarabilecegi
icin insan sagligi acisindan da 6nemlidir.
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Gen Identifikasyonu ve DNA Kiitiiphanelerinin Olusturulmasi

Giilseren Yildiz Oz', Vahdettin Altunok?

!Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisti, Istanbul
Sel¢uk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya AD, Konya

Gelis Tarihi / Received: 09.02.2016, Kabul Tarihi / Accepted: 30.05.2016

Ozet: Genetik ¢alismalar 1865 yilinda Gregor Mendel tarafindan baslatilmistir. Giiniimiizde de tiim diinyada bilim
adamlar tarafindan biyiik bir hizla devam ettirilmektedir. Genetik bir ¢alisma, {lizerinde caligilacak gen bolgesinin
izolasyonu ile baglamaktadir. Bir gen bir kere izole edildikten sonra o gen lizerinde yapilacak islemlerin sinir1 yoktur.
DNA ve RNA diizeyinde yapilan genetik ¢alismalarda, genler tek basina ya da genlerin birbirleri ile olan etkilesimleri
incelenerek tedavi yontemleri gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Bilim adamlari, izole edilen genler veya DNA pargalari
icin saklama yontemleri arastirmaktadir. Bu yontemlerden biri de DNA kiitiiphanesi olusturmaktir. DNA kiitiiphane-
lerinin kurulmasiyla, kiitiiphanelerdeki kitaplar gibi DNA koleksiyonu ve deposunun olusturulmasi amaglanmaktadir.
DNA kiitiphaneleri; kanserde, néroloji ve goz hastaliklar: gibi alanlarda gen tedavisi ¢alismalarinda kullanilmaktadir.
Ayrica, rekombinant ilaglarin bulunmasinda, besin maddesi olarak ihtiyag¢ duyulan bazi proteinlerin iiretilmesinde, gesit-
li genlerin molekiiler diizeyde tanimlandig1 biyoteknolojik ¢alismalarda, gen izolasyonu ve DNA kiitiiphanesi olusturma
yontemine bagvurulmaktadir.

Anahtar kelimeler: DNA kiitliphanesi, gen izolasyonu, klonlama

Gene Identification and Construction of DNA Libraries

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

Derleme / Review Article

tritient and in biotechnological studies that different genes are defined on molecular level.

Key words: DNA library, gene isolation, clonning

Giris

Gilinlimiizde kalitimin esas fonksiyonel iinitesi olan,
bir polipeptidi kodlayan kromozomal DNA dizi-
si olarak tanimlanan gen kavramui, ilk olarak 1865
yilinda Gregor MENDEL tarafindan ortaya cikar-
tilmistir. Mendel, yaptig1 hibritleme calismalarinda
ebeveynlerden yeni dollere aktarilan bazi karakte-
ristik 6zelliklerin olduguna dikkat ¢ekmistir [7]. Bu
tarihten sonra genlerin bir nesilden digerine gecisi,
genlerin fiziksel yapilari, genlerdeki varyasyonlar
ve genlerin bir tiirlin 6zellikleri tizerindeki etki yol-
lar1 tiim diinyadaki bilim adamlari tarafindan arasti-
rilmaya baglanmustir [14].

Genetik alaninda biyoteknolojik ¢aligmalar yii-
ritiiliirken birtakim zorluklarla karsilagilmaktadir.

Genetik bir ¢alismanin baglangici, tizerinde galigi-
lacak gen bolgesinin izolasyonu ile yapilmaktadir.
Daha sonra bu gen bdlgesi lizerinde ¢esitli metot-
larla farkli islemler uygulanmaktadir. Uzun bir gen
bolgesi lizerinde yapilan calismalarda DNA’nin
kiigiik pargalara ayrilarak calisilmasinin daha pra-
tik olacag diisiiniilmektedir. Ornegin; insan genom
uzunlugu 3 milyar 289 milyon bp uzunlugundadir
ve yaklasik 25 bin gen kodlar. Genetik kusuru olan
ya da ilgilenilen DNA kismini bulmak, samanlikta
igne aramak gibidir. DNA’nin manipiile edilebile-
cek biiyiikliikte kisimlara ayrilarak galisilmasi, her
seferinde DNA’nin diger kisimlartyla ugragma zo-
runlulugunu ortadan kaldiracaktir [8]. Ayrica goz
hastaliklar1 gibi birden fazla genin kontroliinde olu-
san hastalik sebeplerinin molekiiler diizeyde arasti-
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rilmasi gerekmektedir. DNA ve RNA diizeyinde ya-
pilan bu ¢alismalarda, hastalikla ilgisi oldugu diisii-
niilen genler izole edilerek ve genlerin birbirleri ile
etkilesimleri molekiiler diizeyde incelenerek tedavi
yontemleri gelistirilmeye calisiimaktadir [6].

DNA’nin manipiile edilecek kisimlara ayrilarak
saklanmasi islemi DNA kiitiiphanelerinin olusturul-
masi ile miimkiin olabilmektedir. DNA kiitliiphane-
lerinin olusturulmasi igin ilk basamak ilgilenilen
gen bolgesinin diger DNA kisimlarindan ayrimlan-
masidir. DNA’y1 manipiile edebilmek icin iki ¢esit
gen izolasyon teknigi kullanilir: ilki, her alanda
yaygin olarak kullanilan PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) teknigidir. Bu islem saf gen numunesi-
ni elde etmek i¢in kullanilabilir. Primerler ilgili ge-
nin her iki tarafina baglanabilirse genin birgok kop-
yasi sentezlenebilir [5,13]. Gen izolasyonunda kul-
lanilan diger bir islem gen klonlama yontemidir. Bu
islem, ilgilenilen gen bolgesinin vektor denilen hal-
kasal bir DNA molekiiliine sokulmasi ve vektoriin
bir konakg¢rya aktarilmasi ile gergeklestirilmektedir.
Vektor molekiilii konak hiicrede genin sayisiz kop-
yalarimi {iretir ve tiretilen kopya DNA molekiilleri
dollere geger. Bu sekilde olusan ¢ok sayida kopya-
dan sonra 6zdes konagin bir kolonisi iiretilmis olur.
Bu islem tiim genoma yapilirsa o DNA’ya ait degi-
sik koloniler yani DNA kiitiiphaneleri olusturulmus
olur [8]. izole edilen bir gen iizerinde yapilabilecek
islemlerin sinir1 yoktur. Mevcut teknolojik sartlarin
izin verdigi ol¢iide arastirmalar yapilmaktadir. izole
edilen genler veya DNA parcalari i¢in saklama yon-
temi gelistirildiginde ise gelecekte var olacak yeni
teknolojilerle de caligmalara fakli boyutlarda devam
edilebilecektir. Gegmiste yagayan insanlar, 6len ki-
sileri mumyalayarak korumaya, sonraki nesillere
aktarabilmek i¢in saklamaya ¢alismislardir. Gelisen
teknolojiyle birlikte glinlimiizde mumyalama isle-
mine benzer sekilde kisilerin DNA’lar1 saklanmaya
calisilmaktadir. Sadece insanlar i¢in degil, hayvan-
lar, bitkiler, hastalik etkenleri ve daha bir¢cok canli
DNAs1 i¢in saklama yontemleri gelistirilmistir. Bu
amacla gelistirilen yontemlerden biri de DNA kii-
tiiphaneleri olusturmaktir.

Gen izolasyonu ve DNA Kkiitiiphanelerinin
olusturulmasi
DNA kiitiiphanesi; saflagtirma, saklama ve analiz

kolaylig1 i¢in bir vektor icine klonlanmis her bir
organizmaya ait farkli DNA sekanslar1 koleksiyo-

nu olarak tanimlanabilmektedir. DNA kiitiiphanesi
olusturabilmek i¢in dncelikle DNA’nn ilgili doku-
dan izole edilmesi gereklidir. DNA’nin ortamdaki
diger molekiillerden ayrimlanarak izolasyon islemi
tamamlandiktan sonra DNA derisimleri ultraviyole
absorbans spektrofotometresi ile hassas olarak 6l¢ii-
lebilir [10]. izole edilen DNA’ya ilk manipiilatif gi-
risim, DNA’nin kii¢iik parcalara ayrilmasi iglemidir.
DNA’nin restriksiyon enzimleri ile parcalara ayril-
masinin ardindan DNA parcalarinin jel elektroforez-
de yiiriitiilmesi ve otoradyografi ile goriintiilenmesi
saglanir [4]. Hedeflenen gen bolgesinden DNA’nin
geri kazanimi i¢in jelden gen bolgesinin izolasyonu
islemi gerceklestirilir. DNA geri kazanimi i¢in ge-
listirilmis yontemlere, ticari olarak tretilen kiiciik
“sepharacyl” kolonlarla yapilan saflagtirma, diisiik
sicaklikta eriyebilen agaroz kullanilarak saflastir-
ma, elektroeliisyon ve “gene clean” yontemi 6rnek
olarak gosterilebilir [12]. Bu yontemlerle istenilen
boyuttaki DNA fragmanini saf olarak elde etmek ve
DNA’y1 herhangi bir asamada saflastirmak olasidir.

Restriksiyon enzimleri ile kesilen bu kiigiik
DNA pargalarinin her biri uygun bir vektore klon-
lanir. Hedef bolgenin elde edilmesinin ardindan gen
kiitiiphanesi yapiminda istenen verimin saglana-
bilmesinde kullanilacak vektor secimi dnemli yer
tutmaktadir. Vektorler dogal ya da yapay olabilirler.
Dogal vektorlerden biri, bakteri igerisinde ¢ok sa-
yida bulunan ve hem bakteri DNA’s1 hem de diger
hemcinsleri ile uyumlu yasayan plazmit DNA’sidir.
Diger bir dogal vektor ise bakterileri enfekte eden
ve bir bakteri kiiltiiriinde koloninin etrafindan bol-
ca izole edilebilen faj DNA’sidir. Bunlarin hari-
cinde yapay vektor olarak, lizerlerinde oynanarak
yetenekleri daha uzun DNA pargalarii igerecek
sekilde gelistirilen yapay kromozomlar olusturul-
mustur. Bunlara 6rnek olarak; BAC (Bakteri Yapay
Kromozomu), YAC (Maya Yapay Kromozomu),
MAC (Memeli Yapay Kromozomu), HAC (insan
Yapay Kromozomu), PAC (P1 Yapay Kromozomu)
verilebilir [4,11].

Vektér DNA’sinin  izolasyonunun ardindan
DNA kiitiiphanelerinin olusturulmasinda &nemli
basamaklardan biri de vektor molekiilii ve klonla-
nacak olan DNA molekiiliiniin birbirine baglanma-
styla gergeklestirilen ligasyon islemidir. Kullanilan
vektore gore konakegiya nakil islemi ise farklilik
gostermektedir. Plazmit ve bakteriyofajin konakgi-
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ya nakli rekombinant vektoriin konak¢iya naklinin
gerceklestigi islem basamagina 6rnek olarak gdste-
rilmektedir [4].

Bir sonraki islem basamagi olarak, rekombi-
nant vektorii igine alan konakginin tespit edilmesi

OO
(UNIAS(e)=e

DNA fragmentierini tagiyacak

ilgili dok uygun vektor segilir. Vektdr
gl udan Izole edilen i

ile lara Il ONA'y: pargalayan
ile pargal aynlir. sogattlirve

ayni restriksyon enzimleri ile

KigUk DNA pargalan kesilen vektor molekGline
aktanlr. Bu birlegme izlemi sonucunda her biri
DNA'nin bir kismini igeren geniy bir kion koleksiyonu
olugturulmug olur.

gereklidir. Hangilerinin rekombinant, hangilerinin
kendi kendine baglanan vektor molekiilleri igerdik-
leri, inaktive edilen gen tarafindan kodlanan 6zellik
artik konak tarafindan sergilenmedigi i¢in saptana-
bilir.

Meydana gelen kionlar toplulugu DNA

ligilenilen bolgeyl segme islemine ise
tarama denir. Bu tarama izleml ise
florazan igaretli proplar kullanilarak ilgili
gen bolgesinin segimine dayanir.
Ssptanan her bir gen bdigesi

k hanedeki kitap gibi gind
kullaniimak Ozere rafda yerini alir,

7

Her birl DNA'nin farkli bir

kizmini igeren vektor
molekdly uygun bir
konakgrya aktanlir. Her bir
konskgi DNA'nin sadece bir
kismini igeren vektor
molekGlund tagir,

oo T -
(@)

Vektor molekulU konakgt hucreye
aktanldiktan sonra her biri farkl bir besi
yerinde uygun ortamlarda gogaltilir. Her
bir bakteri kolonisi DNA'nin bir pargasini
igeren kionlar toplulugunu olusturur.

Sekil 1. Gen izolasyonu ve DNA kiitiiphanesi olusturulmasi islemi basamaklari

Mevcut bir kiitiiphaneden yaralanarak veya
kiitiiphane  olusturulduktan sonra c¢aligmalara
baslanabilmesi i¢in ilgili gen bdlgesinin yerinin
saptanmas1 gerekir. Bu amagla kiitiiphaneler ta-
ranir. Klonlamanin dogrulanmasi i¢in klonlanan
genin DNA sekansmin belirlenmesi  6nemlidir.
Kiitiiphanenin saklanmasindan 6nce kiitiiphane tit-

resi hesaplama ve kiitiiphane ebati belirleme islem-
leri yapilir [1, 3, 8, 15]

Tim bu islemlerin sonunda her biri DNAnin
bir kismini igeren genis bir klon koleksiyonu olusur.
Her biri DNA’nin ayr1 bir pargasini igceren vektor-
ler, farkli uygun konakgilara aktarilir. Konakeilar
uygun bir ortamda biiyiitlliir. Biiyliyen her kolo-
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ni DNA’nin 6zel bir kismimin klonlarimi igerir. Bu
klonlar kiitiiphanedeki kitaplar gibidir, ancak kiitiip-
hanedeki gibi indekse sahip degildir. Kiitiiphaneden
ilgilenilen bolgeyi se¢me islemine “tarama” (scre-
ening) denir, bu da en 6nemli ve son basamaktir.
Bu asamada, klonlanan genin tespiti kiitliphanenin
taranmasi ile yapilir. Klonlanan genin DNA sekansi
belirlenerek klonlamanin dogrulanmasi saglanir. Bu
islemler sonucunda elde edilen gen, gerekli durum-
larda izole edilip kullanilmak amaciyla gen kiitiip-
hanelerinde depolanir.

Bir DNA kiitiiphanesi bahsedildigi gibi basit bir
sekilde kurulabilir. Gen kiitiiphanesi olusturulurken
nasil bir baglangi¢ materyali kullanildigi ise 6nem-
li bir degerlendirmedir. Kullanilan DNA’nin elde
edilis sekline gore iki sekilde kiitiiphane olusturu-
labilmektedir. Kromozomal DNA’nin izole edilip,
restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ve takip eden
diger islemler sonucunda klonlanmasi ile genomik
kiitiiphaneler olusturulmaktadir. {lgili dokudan mR-
NA’nin izole edilip, sonrasinda ¢cDNA sentezletti-
rilmesi ve ¢cDNA’nin klonlanmas: ile sonuglanan
islemde ise cDNA kiitiiphaneleri olusturulmaktadir.

Gen bdlgesinin aktariminda kullanilan vektore
gore kiitliphaneler degisik isimlerle adlandirilabil-
mektedir. Ornegin; DNA fragmanlarmi konakgiya
aktarmak amaciyla vektor olarak maya yapay kro-
mozomunu kullanilmis ise, kiitiiphane YAC (maya
yapay kromozomu) kiitiiphanesi olarak isimlendi-
rilmektedir [4].

Olusturulmus bir kiitiiphanenin kullanim
alanlarindan bazilari;

Bir gen izole edilip bir kez klonlandiktan sonra o
gen lizerinde yapilabilecek islemlerin, arastirmala-
rin sinir1 yoktur. Birgok alanda degisik organizma-
larla galigilmaktadir. Arastirmacilar bakteri, parazit,
viriis ya da daha biiyiik organizmalar ile ¢alisabilir.
Calisilan genin izole edilmesi, ¢alisilan alani daral-
tir. Bu da arastirmaciya zaman ve enerji tasarrufu
saglar. Ayrica izole edilen bu gen bolgesi ya da tiim
genom, tekrar ayni kisi veya baska arastirmacilar ta-
rafindan kullanilmak istenebilir. Ornegin; teknoloji-
nin hizla ilerledigi i¢inde bulundugumuz zamanlar-
da, Tiirkiye’de yapilan bir aragtirma sonucu tespit
edilen bir gen bolgesi internette yayinlanarak, bu-
nun diinyanin diger ucundaki arastiricilar tarafindan
kullanilmas1 saglanabilir. Buna benzer amagclarla

organizmalarin genleri izole edilmeye calisilir. Her
gen ayr1 bir fonksiyon lstlenir ve arastiricilar tara-
findan bu fonksiyonlar kullanilarak yeni molekiiller
iiretilmeye calisilir. Bu sayede hastaliklara care ola-
cak ilaglar, asilar ve hormonlar sentezlettirilir [4].

Giliniimiizdeki canlilara ait DNA bilgileri, gen
kiitiiphaneleri yardimi ile sonraki nesillere aktarila-
rak gelecege 151k tutulabilir. Insanlarin cesme yap-
tirtp bunu sonraki nesillere aktararak, yardimsever-
ligin 6liimsiizlestirilmek istendigi disiiniildiiglinde,
DNA kiitiiphanesi hazirlanarak gelecekte yasayacak
insanlara ¢esme Orneginden ¢ok daha fazla yardim-
c1 olabilecegi sdylenebilir.

Insan niifusunun artistyla birlikte, besinsel ih-
tiyaglar da artmakta, bu da hayvansal ve bitkisel
iiretimin arttirtlmasi zorunlulugunu meydana getir-
mektedir. Bitki ve hayvanlarin genetigi degistirile-
rek, gen eklenip ¢ikartilarak onlarin verimleri artti-
rilmaya ¢alisilmaktadir. GDO’lu bitkiler ve broiler
tavuklar genetigi degistirilmis canlilara 6rnek gos-
terilebilir [2, 9]

Olusturulmus bir DNA kiitliphanesi bir kitap
gibidir. Bilim ve teknolojideki gelismeleri dikkate
alarak, yeni her tiirlii imkandan yararlanmak ve yeni
buluslar kazandirmak icin DNA iizerinde calisma-
lar yapilir. Calismak icin izole edilen bu DNA’larin
bir kitap gibi saklanmasi, ihtiya¢ olarak goriiliir.
Hastaliklar ve hastalik etkenleri agisindan degerlen-
dirildiginde, sorunlu genlerin kesfedilmesi, mutas-
yonlu boélgelerin bakim ve onariminin yapilabilme-
si, tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi gibi daha
bircok amagla olusturulan DNA kiitiiphanelerine,
giinimiizde oldugu kadar gelecekte de ihtiya¢ du-
yulacagi bir gergektir.
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