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DOGAL ENFESTE SI“(V}IRLARDAKi IXODID KENELERE KARSI FLUMETHRIN*
(% 1 DOKME) UYGULAMASININ TEDAVI EDICi VE
KALICI ETKIiSi UZERINE ARASTIRMALAR

STUDIES ON THERAPEUTIC AND RESIDUAL EFFECTS OF FLUMETHRIN 1 %
POUR-ON AGAINST IXODID TICKS ON NATURALLY INFESTED CATTLE

Bilal DIK' Ugur USLU'

Gelis Tarihi (Received): 01.02.2008 Kabul Tarihi (Accepted): 09.06.2008

OZET

Bu arasgtirma % 1’lik Flumethrin* pour-on’un dogal enfeste sigirlardaki Ixodid kenelere karsi etkisinin belirlenmesi
amactyla Temmuz-Eyliil 2007 tarihleri arasinda Konya ilinin Cumra ilgesine bagli Tasagil kdyiinde yapilmistir. Bu amagla,
muayene edilen ve Ixodid kenelerle enfeste olduklari belirlenen 27 sigir; 21°i tedavi, altis1 kontrol olmak iizere iki gruba
ayrilmustir. Tedavi grubundaki sigirlara 1 mg/kg dozda Flumethrin pour-on tarzda uygulanmis, kontrol grubundaki sigirlara ise
herhangi bir uygulama yapilmamistir. Tedaviden 24 saat sonra sigirlar kene yoniinden incelenmis, lizerlerindeki canli ve 6lii kene
sayilart not edilmistir. Kontroller 42. giine kadar birer hafta arayla devam etmis ve bu siire sonunda, elde edilen sonuglar istatistik
acidan x2 testi ile degerlendirilmistir. Flumethrin’in tedavi grubundaki sigirlardaki Ixodid kenelere kars1 etkisi ilk uygulamadan
24 saat sonra % 94.69 olarak tespit edilmistir. Bu etki yedinci giinde % 97.79, 14. giinde % 96.90, 21. giinde % 98.67, 28. giinde
% 92.48, 35. giinde 37. 17. ve 42. giinde % 78.32 olarak ortaya ¢ikmistir. Ilaglanan sigirlarin viicut 1silarinda, nabiz ve solunum
sayilarinda dnemli herhangi bir degisiklige rastlanmamus, ayrica ilaglanan sigirlarin derilerinde alerjik reaksiyon gozlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Flumethrin, Ixodid kene, kalic1 etki, terapotik etki, Tiirkiye.

SUMMARY

This study was conducted for determination effect of Flumethrin 1% pour-on against Ixodid ticks on naturally infested
cattle between July and September 2007 at the Tasagil village, Cumra district, Konya province. For this aim, 27 cattle examined
and determined infested with Ixodid ticks were divided into two groups. While cattle in the Group I (n=21) were treated with
Flumethrin 1 % pour-on at the dose of 1 mg/kg, Group II was kept as a control (n=6). One day later, all the cattle were checked
for ticks, and the number of ticks either dead or alive on the animals were noted. The cattle were controlled for ticks with one
week interval until 42nd day. Effect of Flumethrin 1 % pour-on against Ixodid tick in the cattle in Group I were determined as
94.69 % after 24 hour from the application. This effect was estimated as 97.79 % at 7th day, 96.90 % at 14th day, 98.67 % at
21th day, 92.48 % at 28th day, 37.17 % at 35th day and 78.32 % at 42th day. No side effect was observed depend on application
of Flumethrin 1 % in the cattle in Group I. Additionally, no allergic reaction occurred in the dermis of the cattle treated.

Keywords: Flumethrin, Ixodid Ticks, residual effect, therapeutic effect, Turkey.

GIRIiS dirlar (4, 10). Son yillarda, Tiirkiye’de Kirim-Kongo
Kanamali Atesi’ne bagl olarak ¢ok sayida 6lim-

Ixodid keneler, oOzellikle ilkbahar-sonbahar
lere rastlanmaktadir.

aylan arasinda koyun, kegci ve sigir gibi hayvanlan
irrite ederek, et-siit verimlerinde ve fertilitede azal- Bu nedenlerden dolay1 Ixodid kenelerle dii-
maya, abortlara ve bilylimede gerilemeye neden  zenli olarak miicadele edilmesi gerekmekte ve bu
olmakta, geng hayvanlarda kene felcine yol agmak-  amacla, 6zellikle formamidinler, organik fosforlu
tadirlar. Theileriosis, babesiosis ve anaplasmosis ve sentetik pretroidli akarisitler yaygm olarak kul-

%i?i bir ¢ok hastaligin ngklinde rol oynayarak, janimaktadir. Bazi akarisitler yeterince etkili olma-
6liimlere sebep olan Ixodid keneler hayvancilik 01, veya et ve siitte uzun siire kalinti birakma-

sektoriine bilyiik zararlar vermektedirler (3, 4, 10). larindan dolay1 hayvanlarin {izerlerindeki Ixodid

Insanlarda 1s¢ Kirim-Kongo Kanamali Atesi ve kenelerle miicadelede kullanilamamaktadir (4).
Lyme hastaligmmin bulagsmasinda rol oynamakta-

* Flumet ® % 1 Pour-on
1 Prof.Dr. Selguk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Parazitoloji A.D. 42075, Konya/TURKIYE.
1 Dog. Dr. Selguk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Parazitoloji A.D. 42075, Konya/TURKIYE.
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Diinyanin bir ¢ok tilkesinde yapilan galigmalar-
da, pour-on tarzinda kullanilan % 1°lik Flumethrin’in
sigirlardaki Ixodid kenelere karsi yiiksek oranda
etkili oldugu belirtilmistir (5-9,11-15). Hamel ve
Duncan (8); Zimbabwe’de, 1 mg/kg dozda, pour-
on tarzda uyguladiklar1 Flumethrin’in 14 ve 21 giin
araliklarla kullanmildiginda Ixodid kenelere karst
yiiksek etkili oldugunu ifade etmislerdir. Sosa (14),
Uruguay’da, Boophilus microplus larvalariyla
deneysel olarak enfeste ettigi sigirlara % 1’lik
Flumethrin’i 0.5 mg/kg, 1 mg/kg ve 1.5 mg/kg
dozlarda, pour-on yolla uygulamis ve sigirlart yak-
lasik olarak iki ay siireyle kene yoniinden kontrol
etmistir. Flumethrin’in 1 mg/kg ve 1.5 mg/kg
dozlarda kullanildiginda larva ve nimflere kars1 %
100 etkili oldugunu, erginlere karsi % 100 kalici
etkisinin 0.5 mg/kg dozda kullanildiginda 17.1
mg/kg dozda kullanildiginda 23, 1.5 mg/kg dozda
kullanildiginda ise 34. giinde sona erdigini bildir-
mistir. Dorn ve ark (6) Giiney Amerika’nin degisik
tilkelerinde, Boophilus microplus’a kars1 1 mg/kg
dozda denedikleri % 1’lik Flumethrin’in 21. giinde
% 99’dan fazla etkili oldugunu, bu etkinin 28.
glinden itibaren yavas yavas azaldigini ve 42.
giinde % 92-96’ya indigini belirtmiglerdir. Petraccia
ve ark (13)’da benzer sonuglar1 elde etmisler, ayn1
dozda kullandiklar1 % 1°lik Flumethrin’in sigir-
larda B.microplus’un kontroliinde ¢ok uzun siire
etkisini devam ettirdigini ifade etmislerdir.

Tiirkiye’de, gerek sigirlarda (2), gerekse koyun
(1, 7) ve kegilerde (7) basarili sonuglar alindigi
ifade edilmistir. Cantoray ve Dik (2) % 1’lik
Flumethrin’in dogal enfeste sigirlarda Ixodid
kenelere karst % 99.5 oraninda etkili oldugunu
bildirmigler, bununla birlikte, ilacin ne kadar
siireyle koruyucu etkiye sahip oldugu konusunda
bilgi vermemiglerdir.

Bu arastirma; Flumethrin % 1 pour-on’un,
dogal enfeste sigirlardaki Ixodid kenelere karsi
tedavi edici ve koruyucu etkisinin belirlenmesi
amaciyla yapilmistir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Aragtirmada kullanilacak sigirlarin temini igin
Konya ili Karatay ilgesine bagh Karakaya, Gogii,
Yarma, Ortakonak, Zivecik ve Ismil kasaba ve/
veya koylerine gidilmis ve bu kdylerdeki sigirlar
keneler yoniinden incelenmislerdir. Kenelerle en-
feste sigir sayisinin ve/veya enfeste sigirlardaki
kene sayisinin yeterli olmamasi nedeniyle Cumra

ilcesine bagli Tasagil kdyiine gidilmistir. Bu koy-
de, yedi farkli kisiye ait, 10 adedi meraya ¢ikma-
yan ve giin boyu kapali ahir veya ahirin 6niindeki
birkag yiiz m*lik alanda yetistirilen, 17 adedi ise
giindiizleri meraya ¢ikip aksamlar1 ahirlara donen,
yaslart 1-9, canli agirliklart 140-225 kg arasinda
degisen, ikisi erkek digerleri disi 27 Yerli Kara
veya Giliney Anadolu Kirmizisi sigir denemeye
almmustir,

Metot

Hayvanlarin kulak numaralar, irklari, yaslar
ve cinsiyetleri not edildikten sonra, nabiz sayilari
ve viicut 1silar1 da Olgiilerek kaydedilmistir. Viicut
agirhiklart seritmetre ile Ol¢iilmiistiir. Sigirlar, tedavi
ve kontrol grubu olmak iizere iki gruba ayrilmustir.
Sekizi meraya ¢ikmayan 21 sigir tedavi grubunu,
ikisi meraya ¢ikmayan alt1 sigir ise kontrol gru-
bunu olusturmustur. Arastirma boyunca, tedavi ve
kontrol gruplarindaki sigirlar bir arada tutulmus-
lardir.

Tedavi grubundaki hayvanlar % 1’lik Flumethrin
ile 1 mg/kg CA (1 ml/10 kg CA) dozda, sirt ¢izgisi
boyunca dokme (pour-on) tarzinda ilaglanmus,
kontrol grubundaki sigirlara ise herhangi bir
uygulama yapilmamustir.

fla¢ uygulamasindan 24 saat sonra ilk kontrol
yapilmig, nabiz sayilari, viicut isilar1 ve hayvan-
larin iizerlerindeki 6lii ve canli kenelerin sayilar
not edilmistir. Olii keneler toplanarak, ayri ayri
siselere konulmus ve iizerlerine tarih, yer ve hay-
vanin kulak numarasini belirten etiketler yapigtiril-
migtir.

Flumethrin’in kalict etkisinin belirlenmesi
amaciyla alt1 hafta siireyle, haftada bir kez Tasagil
koyiine gidilmis ve tedaviden sonra biitiin hayvan-
larin iizerlerindeki 6lii ve canli keneler sayilarak
not edilmistir. Olii keneler toplanmis ve stereo
mikroskopta incelenerek teshis edilmislerdir.

Aragtirma sonunda yapilan kontrollerde, tespit
edilen biitiin keneler toplanarak ayri ayr siselere
konulmus ve siselerin lizeri etiketlenmistir. Muhte-
mel bir reenfestasyona kars1 biitiin sigirlar ayni doz
ve sekilde % 1’°lik Flumethrin ile ilaglanmiglardir.

Arastirma sonunda, hayvanlarin {izerlerindeki
olii ve/veya canli keneler toplanarak, her sigirdan
toplananlar bir arada olmak iizere ayr ayrn siselere
konulmusg ve etiketlenmistir. Laboratuara getirilen
biitlin keneler stereo mikroskopta incelenerek
cinsiyetleri ve gelisme donemleri (erkek, disi veya
nimf) tespit edilmis ve erginler morfolojik yapila-
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rina bakilarak tiir, nimfler ise cins seviyesinde
teshis edilmisglerdir.

Flumethrin’in etkisinin istatistik agcidan deger-
lendirilmesi amaciyla sonuglara x” testi uygulan-
mistir.

BULGULAR

Arastirmanin ilk iki haftasinda, hayvanlarin
tizerlerinden toplanan olii kenelerin tamami
Hyalomma detritum olarak teshis edilmis, bu tiiriin
sadece erkek ve disilerine rastlanmustir.
Hy. detritum’un oOzellikle meme bdlgesinde,
testislerde, 6n ve arka bacaklarin oOzellikle i¢
kisimlarinda tutundugu gozlenmistir. 14-35. giinler
arasinda sigirlarda goriilen kenelerin tamaminin
Rhipicephalus spp, olduklart ve nimf doneminde
bulunduklari saptanmistir. 42. giinde yapilan mua-
yenelerde iki adet disi Hy.anatolicum excavatum’a
rastlanmig, nimf donemindeki diger biitiin keneler
Rhipicephalus spp. olarak teshis edilmistir.

Arastirma stiresince tedavi ve kontrol grup-
larinda rastlanan 6lii ve canli kene sayisi Tablo
1’de gosterilmistir.

Bu tabloda da goriilecegi gibi, arastirma bas-
langicinda, tedavi grubundaki 21 sigirda 226 adet,

kontrol grubundaki alt1 sigirda ise 39 adet canli
kene (tamami ergin ve yart doymus) sayilmuistir.
Tedavi baglangicinda, sigirlarin hi¢ birisinde tam
doymus disilere veya nimflere rastlanmamustir.
Aym tabloda da goriilecegi gibi, Flumethrin’in
kullaniligindan bir giin sonra yapilan ilk kontrolde,
tedavi grubundaki sigirlarda 63 adet 6lii, 12 adet de
canli keneye rastlanmistir. Kontrol grubundaki
sigirlarda ise bir adet 6lii, 35 adet canli kene tespit
edilmistir.  Bu  veriler  degerlendirildiginde,
Flumethrin’in Ixodid kenelere karsi tedavi edici
etkisi 24 saat sonra % 94.69 olarak tespit edil-
mistir. Bir hafta sonra yapilan kontrollerde, tedavi
grubundaki sigirlarda 14 adet 6lii, bes adet de canli
keneye rastlanirken, kontrol grubundaki sigirlarda
iic adet olii, 27 adet canli kene tespit edilmis ve
ilacn etkisi % 97.79 olarak saptanmigtir. Flumethrin’in
Ixodid kenelere karst 14 giin sonraki etkisi
% 96.90, 21 giin sonraki etkisi ise % 98.67 olarak
tespit edilmistir. Ilacin uygulamgindan 14 giin
sonra tedavi grubundaki sigirlarin ikisinde birer
adet 6lii kene saptanmus, 21. giinden itibaren gerek
tedavi grubu ve gerekse kontrol grubundaki
sigirlarda bir daha o6li keneye rastlanmamuistir.
Flumethrin’in tedaviden 28 giin sonraki etkisi
% 92.48 olarak tespit edilmistir. Tedavi grubundaki
hayvanlarda canli kene sayisinin 28. giinden itibaren

Tablo 1. Flumethrin (%1 dokme) uygulanan ve uygulanmayan dogal enfeste sigirlarda bulunan Ixodid kene sayis1

E Kene Sayis:
g‘ SiraNo | Giinler—  Baglangig 1. giin 7. giin 14, giin 21, giin 28, giin 35. giin 42, giin
© Kulak No Olii Canh | Oli_ Canh | Oli_Canh | Oli Canh | Oli Canh | Oli Canh | Oli Canh
1 168068 8 3 0 0 0 1 0] o 0 |0 0o 0ol .0 0
2 4353 8 5 0 0 0 0 o[ o [ 0o 0 0 0
3 4364 7 3 2 0 0 0 o] o 0o |0 0|0 0 0 0
4 4354 30 5 0 0 0 0 0| 0 0 [0 0] o 0o o 0
5 168969 1 1 0 0 0 0 o[ o 0 |o 0] o 0 0 0
6 4355 18 0 0 1 0 0 [ 0 |0 oo 0 0 0
7 4360 5 2 0 0 0 0 0] 0 0 o oo 0] o 0
5 8 4372 2 0 0 0 0 0 [ 0o Jo ofo 0] o 0
£ 9 8606 3 0 1 0 0 0 0 0 0 ][0 0o]o 3N 0 15N
S 10 8608 5 0 0 0 0o [ o 2 | o IN [0 00 10N | 0 32N
s 11 8613 2 0 0 0 0 0 2N 0 0o [0 0ol o 0 0 8N
2 12 8610 30 2 7 2 0 0 3N 0 0 [0 IN| 0 17N ] 0 16N
= 13 7548 36 8 0 5 1 1 0 0 2N |0 0] o0 0 0 0
14 7549 5 2 0 0 0 0 0o o 0 |0 0o 2N 0 0
15 8605 5 2 0 0 0 0 o] o 0 [0 0] o0 0 0 0
16 5213 15 4 1 3 0 0 0o o 0 [0 AN [0 100N | 0 10N
17 5228 3 0 1 0 0 0 0] o 0 |0 12N|[0 10N [ 0 3N
13 5658 12 2 0 0 0 0 0] o 0|0 oo 0 0 0
19 5659 8 2 0 0 4 0 [ 0 |0 ofo 0 0 0
20 5662 15 15 0 3 0 0 [ 0o [0 ofo 0 0 0
21 5654 13 5 0 0 0 0 0 0 0o o 0ol o 0 0 0
22 168972 3 0 2 1 0 0 0 0 0 |0 o0 0 0 0
=523 4375 2 0 2 0 0 0 0 0 0 [0 0o 3N 0 5N
s8] 24 8609 6 0 6 2 0 0 10N 0 9N |0 IN[o 1IN o 20N
Sl 25 8604 2 0 0 0 1 0 o o 0o [o [ 3N 0 IN
26 5655 4 1 1 0 2 0 o] o 0 |0 00 0 0 0
27 158411 22 0 24 0 14 0 2 | 0 2 [0 1000 0 0 IN

N. Nimf
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arttigl gdzlenmis, 35. giinde rastlanan canli kene
sayist 142’ye ulasmis ve 35. giinde Flumethrin’in
etkisi % 37.17 olarak saptanmistir (Grafik 1).

Grafik 1. Flumethrin’in Dogal Enfeste Sigirlardaki Ixodid
Kenelere Kars1 Kalic Etkisi

Etki Orani (%)

01 7 14 21 28 35 42
Giinler

Tedavi grubunda, meraya ¢ikarilmayan hay-
vanlarda, ilaglamanin baslangicindan arastirmanin
bitimine kadarki siire i¢inde canli kene saptana-
mazken, meraya c¢ikan hayvanlarda 14. giinden
itibaren reenfestasyonlara rastlanmis ve yukarida
da belirtildigi gibi bir sonraki hafta bu kenelerin de
ortadan kaybolduklar1 gézlenmistir.

Kontrol grubundaki hayvanlarin bazilarinda,
ilk bir hafta i¢inde 6lii kenelere rastlanmig, daha
sonra yapilan muayenelerin bazilarinda da canh
kenelerin sayilarinda bir azalma goriilmiistiir.

[lacmn kullaniligina bagli olarak denemede kul-
lanilan hayvanlarin nabiz sayilart ve viicut 1sila-
rinda kayda deger herhangi bir farklilik goriilme-
mis, derilerinde herhangi bir reaksiyon sekillenme-
mistir.

TARTISMA

Bugiine kadar yapilan bir¢ok calismada %
1’lik Flumethrin’in ixodid kenelere karsi yiliksek
oranlarda etkili oldugu tespit edilmistir (5-9, 11-
15).

Degisik arastiricilar (6, 12-14) 1 mg/kg dozda,
pour-on yolla kullanilan % 1°lik Flumethrin’in
sigirlardaki kenelere karsi yiiksek etkisinin uzun
siire devam ettigini belirtmislerdir.

Cantoray ve Dik (2) 1 mg/kg dozda kullanilan
% 1’lik Flumethrin’in, dogal enfeste sigirlardaki
Ixodid kenelere kars1t % 99.5 oraninda etkili oldu-
gunu bildirmigler, fakat kalici etkisini aragtirma-
mislardir. Bununla birlikte ayn1 dozda kullanilan %
1’lik Flumethrin’in koyun (1, 7) ve kecilerdeki (7)
kene enfestasyonlarina karsi olduk¢a iyi sonuglar
verdigini ifade etmislerdir. Dumanli ve Yilmaz (7)

% 1’lik Flumethrin’in koruyucu etkisinin koyun-
larda dort, kegilerde ii¢ hafta siirdiiglinii kaydet-
mislerdir. Akkaya ve ark (1) reenfestasyonun
sekizinci gilin goriildiigling, 19. giinde ise tedavi ve
kontrol gruplarindaki ortalama kene sayilarinin
birbirine yaklastigini belirtmislerdir. Bu ¢alismada
ise % 1’lik Flumethrin’in dogal enfeste sigirlardaki
Ixodid kenelere karst hem tedavi edici etkisi hem
de kalict etkisi degerlendirilmistir. Tedavi edici
etki, ilacin uygulanmasindan 24 saat sonra % 94.69
olarak tespit edilmis ve bu etki sekizinci giin
% 97.79 olarak tespit edilmistir. On dordiincii giin-
den itibaren, meraya c¢ikan sigirlarin bazilarinda
reenfestasyonlar goriilmiis ve bu sigirlarin iizerle-
rinde Olii kenelerin yanmi sira canli kenelere de
rastlanmaya baslamistir. Fakat bu kenelerin,
Rhipicephalus sp. nimfi olduklar1 gézlenmis ve
bunlarin meraya ¢ikan hayvanlara, oradan tutun-
duklar1 kanisina varilmistir. Ahirda beslenen ve/
veya sadece ahirin Oniindeki avluya ¢ikarilan
tedavi grubundaki hayvanlarda reenfestasyonlara
rastlanmamas1 da bu durumu desteklemektedir.
Arastirmanin basinda rastlanan kenelerin tamamu
Hy.detritum olarak teshis edilmis ve hepsinin ergin
donemde olduklar1 gozlenmistir. Fakat 14. giinden
42. giine kadar tespit edilen kenelerin tamami
Rhipicephalus sp. olarak teshis edilmis ve hepsinin
yart doymus nimf olduklart  gozlenmistir.
Flumethrin uygulamasindan sonra ilk ergin keneye
42. giinde rastlanmistir. Istatistik verilere gore,
Flumethrin’in Ixodid kenelere karsi etkisinin 35.
giine kadar % 90’larin iizerinde oldugu saptanmus,
fakat 35. giinde bu etkinin birdenbire diistiigli dik-
kati ¢ekmistir. Bunun nedeni, 35. giine kadar genel-
likle tedavi grubundaki sigirlarin birkag tanesinde
birkag adet canli keneye rastlanirken, o giin sadece
bir hayvanda (5213 kulak no’lu) 100 adet nimfin
goriilmesinden kaynaklanmaktadir. Bir hafta sonra,
ayni sigirin ayni kulaginda 10 adet nimfin goriil-
mesi, diger nimflerin doyduktan sonra topraga
diismiis olabilecegi ihtimalinin yani sira, ilacin
etkisine bagl olarak Sldiikleri ihtimalini de akla
getirmektedir. Ayni hayvanin aym kulaginda, bir
hafta once, hepsi ayni gelisme doneminde olma-
sina ragmen, bir hafta sonra sadece on adet nimfin
kalmasi ikinci ihtimali giiclendirmekte ve ilacin
etkisinin devam ettigini gostermektedir. Bu sonug-
lar diger arastiricilarin (6, 12, 14) sonuglarimi da
desteklemektedir.

Tedavi grubundaki hayvanlarda goriilen canl
kene sayist her hafta degiskenlik gostermistir.
Aragtirmanin  baslangicindaki  kenelerin ergin
Hy. detritum, 28. giinden sonra saptanan kenelerin



Flumethrin’in Ixodid Kenelere Etkisi 5

Rhipicephalus sp. nimfi olmalari, bir hafta sonra
yapilan muayenelerde kontrol grubundaki hayvan-
larin bazilarinda goriilen nimflerin sayilarinda her-
hangi bir azalma goriillmezken tedavi grubundaki
hayvanlarda goriilen nimflerin bir sonraki hafta
goriilmemesi ilacin etkisinin devam ettigini goster-
mektedir. Bu durum 28. giine kadar bu sekilde
devam etmis, fakat daha sonra, ayni hayvanlarda
goriilen kenelerin ayni gelisme donemlerinde ol-
malari, sayilarinda az veya g¢ok artiglarin goriil-
mesi, ilacin koruyucu etkisinin azalmaya bagla-
digini ifade etmektedir.

Kontrol grubundaki hayvanlarin bazilarinda,
ilk bir hafta i¢inde 6lii kenelere rastlanmasi, daha
sonra yapilan muayenelerin bazilarinda canli kene-
lerin sayilarinda bir azalmanin goriilmesi, 6zellikle
tedavi ve kontrol grubundaki hayvanlarin ayni
bdlmelerde tutulmasi ve bu nedenle kismen de olsa
birbirleriyle temas etmeleri sonucu ilagtan etkilen-
mis olabileceklerini akla getirmektedir. Bununla
birlikte, 158411 kulak numarali sigirda 14 ve 21.
giinlerde 42 adet, 28. giinde ise 100 adet doymus
nimfe rastlanirken, bir hafta sonra hicbir keneye
rastlanmamasi, bu nimflerin doyarak gdmlek
degistirmek {izere topraga inmis olabileceklerini
gostermektedir.

Sonug olarak; 1 mg/kg dozda, sirt ¢izgisi bo-
yunca dokme seklinde uygulanan % 1’lik
Flumethrin’in Ixodid kenelere karsi % 90’1n iize-
rinde etkili oldugu, bu etkinin bir ay siireyle devam
ettigi, daha sonra etkinin azaldigi, ila¢ uygulanan
hayvanlarda herhangi bir yan etkinin goriilmedigi
tespit edilmistir. Kenelerin yogun olarak goriildiik-
leri bolgelerde, kene sezonu boyunca birka¢ kez
Flumethrin kullanilmasimin kene sayisinda ve ke-
nelerle nakledilen hastaliklarin goriilme sikliginda
bliyiik oranda azalmaya neden olacagi kanisina
varilmistir. Diger taraftan, kene veya kenelerle
nakledilen hastaliklarla miicadelede aym tiir akari-
sitlerin kullanilmasinin dirence yol acacagi unutul-
mamalidir. Bunun i¢in, hayvanlar sagmal donemde
olup olmadiklar1 da dikkate alinarak, et ve/veya
siitte kalint1 birakmayan veya kabul edilebilir
diizeyde kalinti birakan akarisitlerle doniigiimlii
olarak ilaclanmali, bunlara ek olarak, ahirlarin
fiziki yapilan1 diizeltilmeli ve buralar ozellikle
sonbahar-ilkbahar aylar1 arast donemde kalici
akarisitlerle ilaglanmalidir.

TESEKKUR

Arastirma siiresince, Cumra’nin Tagagil koyii-
ne gidig-gelislerimizde ve gerekli malzemenin

temininde yardimci olan Seyit Hanoglu’na tesek-
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OZET

Bu ¢alismada, Pasteurella multocida izolasyonu amaciyla kullanilan toplam 570 adet sigir intratracheal svabinin 350 adedi
[zmir ilinde, 220 adedi ise Aydin ilinde bulunan mezbahalardan temin edildi. Arastirmada kullanilan 570 adet rnegin 28 (%
4.9yinden P. multocida izolasyon ve identifikasyonu yapildi. Izmir ilinden alinan 350 drnekten 18 adet (% 5.14) ve Aydin
ilinden alinan 220 6rnekten 10 adet (% 4.54) P. multocida izolasyon ve identifikasyonu yapildi. Calismada 28 adet saha susunun
15 (% 53.6) adedi tip B, 10 (% 35.7) adedi tip A ve 1 (% 3.5) adedi de tip D olarak tespit edildi. Izolatlardan 2 (% 7.2) adedi ise
tiplendirilemedi. P. multocida suslarinin % 93.0 florfenikol’e, % 61.0 enrofloksasin’e, % 54.0 oksitetrasiklin’e duyarli oldugu
bulundu. P. multocida suglarinin tiimiiniin eritromisin ve sulfametaksazol-trimetoprim’e % 82.0, gentamisin’e % 64.0 ve
amoksisillin-klavulanik asid’e ise % 61.0 oranlarinda direngli oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: 1zolasyon, identifikasyon, Pasteurella multocida, tiplendirme.

SUMMARY

In this study, a total of 570 intratracheal swabs were examined for the Pasteurella multocida isolation. Three hundered fifty
of these samples were taken from Izmir province and 220 samples were collected from the slaughterhouses located in Aydin
province. Pasteurella multocida strain was isolated and identified in 28 (4.9 %) samples of the 570 intratracheal swabs examined
in this study. Pasteurella multocida was identified from 18 (5.14 %) of the 350 samples taken from Izmir province and from 10
(4.54 %) of the 220 samples taken in Aydin province. In the study, 15 (53.6 %) of 28 field strains of Pasteurella multocida were
serotyped as type B, 10 isolates (35.7 %) as type A and 1 (3.5 %) as type D. Two strains (7.2 %).weren’t be able to serotype. The
Pasteurella multocida strains were found to be susceptible to flourphenicol (93.0 %), enrofloxacine (61.0 %), oxytetracycline
(54.0 %). All the isolates were found to be resistant to erythromycine (82.0 %), sulphamethaxsazole-trimethoprim (82.0 %),
gentamycine (64.0 %) and amoxycilline-clavulanic acid (61.0 %).

Key Words: Isolation, identification, Pasteurella multocida, serotyping

GIRIS spp., Escherichia coli, Acinetobacter spp., Mycoplasma
spp. vb) ve parazit tirleri rol oynadigindan
etiyolojik olarak komplex bir yapiya sahip oldugu
kabul edilmektedir (16, 28, 40). Pasteurella grubu
mikroorganizmalar insanlarda ve hayvanlarda bir-
cok enfeksiyonun primer etkenleridir. Sigirlarda
goriilen solunum yolu hastaliklarindan hemen
hemen en Onemlisi olan Pndémonik Pastérelloz,
[viriisler (Infeksiy6z Bovine Rhinotracheitis (IBR), b mqltqcfda Ve Mannhez’mi.c‘z (P asteur ella) %zaemoly tica
Bovine Viral Diarrhea Viriis (BVD), Parainfluensa- 1le"1llsk1!1 plup, bronkppngmom, toksemi, eksude.ltlf
3 (PI-3), Respiratory Syncytial viriis (RSV)], mantar, pnpmom ile karakterizedir. Pastfurella 'multoczd'a
cesitli bakteriler (Pasteurella spp., Streptococcus sigirlarda Solunum Yolu Hastaligr (Bovine Respi-

Sigirlarda goriilen {ist solunum yolu hastalik-
lar1 yemden yararlanma, siit veriminde diigme ve
canli agirlik kaybina neden oldugu gibi ila¢ ve bakim
masraflarinin artmasina yol agmaktadir. Hastaligin
ortaya c¢ikiginda tagima, siitten kesme, kalabalik
ahirlarda barinma ve ani iklim degisiklikleri gibi
stres faktorleri ile birden fazla mikroorganizma

* ADU-BAP-VTF-06007 Doktora tez projesi ve TAGEM HS/01/02/07/120 projelerinden 6zetlenmistir.
1 Uzman Veteriner Hekim, Dr., Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, [ZMIR
2 Prof. Dr., Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ABD, AYDIN
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ratorik Diseases - BRD) olarak bilinen hastaliklarin
yanisira Hemorajik Septisemi (HS)’ye de sebebiyet
vermektedir (11, 33).

Si1g1r solunum sistemi hastaliklarinin, et ve siit
sigirciiginda, 6zellikle Amerika, Kanada, Ingiltere
ve Avrupa basta olmak iizere diinyanin birgok
bolgesinde halen biiyiik kayiplara neden oldugu
bilinmektedir (17, 44). Pnomonik Pastorelloz’un
Kuzey Amerika’da sigir endiistrisini yilda en az
640 milyon dolarin iizerinde bir kayba ugrattigi (8,
25) ve kayiplarin stres faktorlerinin ve/veya virliis
ve bakterilerin etkisi ile daha da arttig1 ortaya
konulmustur (16, 43).

Pasteurella multocida, sigirlarda pnémoniye,
meningoensefalitis ve mastitise (38), hemorajik
septisemiye (11), domuzlarda atrofik rinit ve
pnomoniye (13), koyunlarda nadir bir sekilde
pnomoniye (18), laboratuvar hayvanlarinda cesitli
enfeksiyonlara (30) sebep olmaktadir. Ozellikle iist
solunum yolu hastaliklarinda etkenin tek basina
hastaligi olusturabilmesi yaninda diger mikro-
organizmalar, viruslar ve bakim kosullar1 da bu
hastaliklara hazirlayic1 faktor olabilirler. Hastalik
genelde sigirlarda IBR, BVD gibi viral hasta-
liklarla kombine seyretmektedir. Mikroorganizma,
hayvanin direncinin kirildig1 durumlarda patojeni-
tesini artirmakta ve pndomoni tablosunu giiclendir-
mek-tedir. Hemorajik septisemi hastaligi ise akut
ve oldukc¢a oliimciil seyreden ve P. multocida’nin
cesitli serotiplerinin neden oldugu septisemik bir
hastaliktir.

Pasteurella multocida, kapsiiler ve somatik anti-
jenlerine gore tiplendirilebilmektedir. P. multocida’nin
A, B, D, E ve F olmak fizere 5 kapsiiler serotipi
tanimlanmustir. AyricaP. multocida’nin 16 somatik
serotipi vardir. Pasteurella multocida nin serogrup
tiplerinin tayininde en oOnemli rolii bakterinin
kapsiilii tstlenmektedir (40). Pasteurella multocida
serogrup B ve E sigir ve buffalolarda hemorajik
septisemi ile ilgilidir (11), serogrup A kanatli hay-
vanlarda kanatli kolerasina neden olur, serogrup D
ise domuzlarda atrofik rhinitis’le ilgilidir (9). Sigir
hemorajik septisemisinden Gilineydogu Asya’da
B:6, Afrika’da E:6 sorumlu tutulmustur. Halbuki
s1g1r solunum yolu hastalig1 baglica serogrup A ile
ilgilidir (11).

Veteriner Hekimlerin hasta sagaltiminda, anti-
biyotiklere karsi olan direng en biiylik problemler-
den biridir. Bu problemin, antimikrobiyal ilaglarin
genellikle ¢ok yiiksek dozlarda ve hatali se¢im-
lerden kaynaklandigi belirtilmektedir (12)

Solunum sistemi hastaliklarmin tedavisinde
ozellikle genis spektrumlu antibiyotikler, sulfona-
midler veya bunlarin kombinasyonlar1 etkilidir
(27). Akgil ve ark (1), pneumonili buzagilarda
tilmikosinin, Picavet ve ark. (36), ise tilmikosin ile
linkomisin+spektinomisin kombinasyonlarinin,
Gruenau (20), bronkopnémonili buzagi ve besi
danalarinda tilmikosin, prokainpenisilin, gentamisin
ve linkomisin+spektinomisin kombinasyonlarinin,
Aslan ve ark (5), enzootik pnomonili danalarda
penisilin+streptomisin kombinasyonlarinin, Giil ve
ark (21) ise enzootik pndmonili dana ve kuzularda
amoksisilin  uygulamalarmin  etkili oldugunu
bildirmektedirler.

Bu calismada, Aydin ve Izmir illerinde
onemli ekonomik kayiplara neden olabilecek iist
solunum yolu hastaliklar1 ve hemorojik septi-
semi’ye sebebiyet veren P. multocida’nin, hangi
kapsiiler serotiplerinin daha etkin oldugunun
belirlenmesi ve etkenin duyarli oldugu antibiyo-
tiklerin tespiti ve as1 gelistirme ¢alismalarinda
yardime1 olunmasi hedeflenmistir.

Bu arastirma, Adnan Menderes Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (VTF 06007
numarali proje) ve Tarim ve Koyisleri Bakanligi
Tarimsal Aragtirmalar Genel Midiirligii (HS/01/
02/07/120 numarali proje) tarafindan desteklenerek
gerceklestirilmistir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Ornekler: Bu calismada, Pasteurella multocida
izolasyonu amaciyla kullanilan toplam 570 adet
sig1r intratracheal svabinin, 350 adedi izmir ilinde,
220 adedi ise Aydin ilinde bulunan mezbahalardan
temin edildi. Intratracheal svaplar, hayvanlarin
kesimleri sonrasinda sigirlarin trachealarina steril
olarak yapilan kesitlerden alindi. Orneklerin tama-
mi1 1 yas ve istii sigirlardan temin edildi. Alinan
svap ornekleri, Adnan Menderes Universitesi Vete-
riner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin
Teshis Laboratuvarina soguk zincir altinda geti-
rildi.

Standart P. multocida Suslari: P. multocida’nin
5 serotipinden olan A (7320), B (7372) ve D
(6985) serotipleri Cek Cumbhuriyeti’ndeki Ulusal
Halk Saglig1 Enstitiisii (National Institute of Public
Health)’nden temin edildi.

Deney Hayvanlari: Standart P. multocida
suslarindan antiserum hazirlamak amaciyla her bir
sus i¢in 3’er adet olmak {izere 1.5 - 2 kg agirhigin-
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daki Yeni Zelanda tavsanlarindan 9 adet kullanildi.
Yeni Zelanda tavsanlart Bornova Veteriner Kontrol
ve Arastirma Enstitiisii  Deneme Hayvanlari
Yetistirme Biriminden saglandi.

Antibiyotik Standartlari: Florfenikol, Oksi-
tetrasiklin, Enrofloksasin, Amoksisilin-Klavulanik
asid, Gentamisin, Eritromisin, Sulfametaksazol-
Trimetoprim etken maddelerini iceren antibiyotik-
lerin enjektable formlari, piyasadan temin edilerek
diliisyonlarin hazirlanmasinda kullanildi.

Kullanilan Besiyerleri: izolasyon ve identifi-
kasyon icin % 7 koyun kanli agar (Merck
1.10886), Mac Conkey Agar (Oxoid CM 115),
Lassen’in tg¢lii tlip besiyerleri, indol test ortamu,
nitrat test ortami, P. multocida serotiplerinden ve
saha izolatlarindan antijen hazirlanmasinda Brain
Heart Infusion Broth (Oxoid CM 225), antibiyo-
tiklere duyarlilik testinde kullanilan besiyerleri,
Tyriptone Soya Broth (Oxoid CM 129), Mueller —
Hinton Agar (Oxoid CM 0337) kullanild1.

Ayiraglar: indol ayiraci (Kovaks ayiraci),
nitrat ayiraglari

Soliisyonlar: Formollii (% 0.3) fosfat buffer
tuz soliisyonu

Otomatize Identifikasyon Sistemi: Otoma-
tize identifikasyon amaciyla Bornova Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisiinde bulunan Vitec
I Compact (Fransa - Biomerioux) cihazi kullanildi.

Metot

Izolasyon ve Identifikasyon: Mezbahalarda
kesim sonrasi sigirlarin trachealarindan alinan svap
ornekleri soguk zincir altinda laboratuvara getirildi
ve % 7’lik kanl agara ekimleri yapildi. Besiyerleri
37 °C’de 24 — 48 saat inkiibe edildi (31). izolasyon
besiyerinde iireyen bakterilerin koloni morfoloji-
leri, hemoliz 6zellikleri ve gram boyama 6zellikleri
incelenerek, Tablo 1°de belirtilen kriterlere gore
Pasteurella multocida tiriniin identifikasyonuna
gidildi (11).

Tablo 1. Pasteurella multocida tiiriniin identifikasyon kriterleri

Biyokimyasal Ozellikler P. multocida

Gram boyama negatif
Hemoliz negatif
Indol pozitif
Ureaz negatif
Nitrat pozitif
Oksidaz pozitif
Mac Conkey iireme negatif

Koyun kanli agarda 24— 48 saat inkiibasyon
sonucu iireyen kolonilerin hemoliz 6zellikleri ince-
lendi. Gram negatif iireyen bakterilerin kolonileri;
P. multocida ve diger gram negatif bakterilerin
identifikasyonu yoniinden, kanl agarda saf kiiltir-
leri hazirlanip, Lassen’in tglii besiyerine gecildi.
Pasteurella spp. siipheli koloniler, oksidaz, nitrat
rediiksiyonu, indol olusumu, iireaz aktivitesi ve
Mac Conkey agarda iireme durumlarina gore iden-
tifikasyona gidildi. Klasik yontemler ile Pasteurella
multocida olarak identifiye edilen bakteriler, Vitek
II cihaz1 gram negatif identifikasyon kiti ile bakild1.

izole Edilen P. multocida Suslarmmn
Antibiyotiklere Duyarhhik Testi: P. multocida
izolatlarinin gecelik subkiiltiirlerinden alinan kolo-
niler 0.5 Mc Farland bulanikligina esit olacak
sekilde serum fizyolojik igerisinde hazirlandi. Besi
yeri olarak Miiller-Hinton agar kullanildi. Bakteri
inokulumlan steril plastik 6zelerle 0.0312 — 256
mg/L antibiyotik iceren agar plaklarina ekildi. Her
antibiyotik i¢in antibiyotik igermeyen kontrol agar
plagi hazirlandi. Plaklar 35 °C’de 24 saat inkube
edildi. Minimum inhibitér konsantrasyon (MIK)
gozle goriiliir tiremenin olmadig1 en diisiik antibi-
yotik konsantrasyonu olarak tanimlandi. Antibiyo-
tik duyarlilik smirlarn NCCLS (32) M100-S13’e
gbre okundu. izolatlarin % 50’sini inhibe eden en
diisiik antibiyotik konsantrasyonu MiK50, % 90’n1
inhibe eden en diisiik konsantrasyon ise MIK90
olarak tamimlandi. Kontrol susu olarak standart
P. multocida suslar1 kullanildu.

izole Edilen P. multocida Suslarimn Kap-
siiler Ozelliklerine Gore Serotiplendirilmesi:
Standart serotiplerden antijen hazirlanmasi, stan-
dart serotiplerden hiperimmun antiserum hazirlan-
masi, saha suglarindan antijen hazirlanmasi, rapid
slayt agliitinasyon (RSA) ve agar gel immundiffu-
sion (AGID) teknikleri ile saha suslarinin serotip-
lendirilmesi islemleri, Office International des
Epizootics (OIE) 2000’de tanimlanan metotlara
gore yapildi (33).

BULGULAR

[zmir ve Aydm illerinden alman 570 adet
ormegin 28 (% 4.9)’inden P. multocida izolasyon
ve identifikasyonu yapildi. Izmir ilinden alman 350
ornekten 18 adet (% 5.14) ve Aydin ilinden alinan
220 o6rnekten 10 adet (% 4.54) P. multocida izolas-
yon ve identifikasyonu yapildi.

Yapilan ¢alismada 28 adet saha susunun 15 (%
53.6)’i tip B, 10 (% 35.7)’u tip A ve 1 (% 3.5)’i de
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Tablo 2. Arastirmada kullamlan antibiyotiklerin MIK degerleri ve duyarliliklar:

Antibiyotik MIK mg/L
Aralik MIK 50 MIK 90 Duyarlilik (%)

Florfenikol 0.0312 - 64 0.25 0.5 93
Oksitetrasiklin 1-256 4 32 54
Enrofloksasin 0.125-8 1 61
Amoksisilin - Klavulanik Asid 025-4 4 39
Sulfametaksazol-Trimetoprim 0.25-128 4 16 18
Gentamisin 2-256 8 16 36
Eritromisin 0.25-16 4 16 18

tip D olarak tespit edildi. izolatlardan 2 (% 7.2)’si
ise tiplendirilemedi.

Calismada, izole edilen 28 adet P. multocida
susunun MIK degerleri tespit edildi. Uygulanan
test sonucunda P. multocida suslarmin % 93 ora-
ninda florfenikol’e, % 61 oraninda enrofloksasin’e,
% 54 oraninda oksitetrasiklin’e duyarli oldugu
bulundu. P. multocida suslarimin tiimiiniin eritro-
misin ve sulfametaksazol-trimetoprim’e % 82 oran-
larinda, gentamisin’e % 64 oraninda ve amoksisi-
lin-klavulanik asid’e ise % 61 oraninda direngli
oldugu tespit edildi. Yapilan antibiyogramlar sonu-
cunda oksitetrasiklin, amoksisilin-klavulanik asid,
eritromisin ve sulfametalsazol-trimetoprim MIK 50
degerlerinin 4 mg/L oldugu goriildii. Bununla bera-
ber eritromisin, gentamisin ve sulfametaksazol—
trimetoprim’in  MIK 90 degerlerinin 16 mg/L
oldugu tespit edildi. Aragtirmada kullanilan antibi-
yotiklerin MIK degerleri Tablo 2’de gdsterilmek-
tedir.

TARTISMA VE SONUC

Sigirlarda goriilen solunum sistemi hastalik-
lar1 tiim diinyada sigir yetistiriciliginde Oonemli
kayiplara yol agmaktadir. Sigirlarin kars1 karsiya
kaldiklart ¢evre kosullari, beslenme sartlar1 ve
gesitli stres faktorleri solunum sistemi hastalik-
larinin olugmasinda 6nemli rol oynamaktadir (17,
44).

Sigir pndmonilerinin yayilist genel olarak
ilkeler ve bolgeler arasinda farklilik gdstermek-
tedir. Bu farkliliklar cografi sartlara, hayvanlarin
yasina, cinsiyetine, irklaria, bireysel direnglerine,
beslenme durumuna ve bulunduklar yerin hijyenik
sartlarinin farkliligina baghidir. Pnémoni oranint %
65.83’lere kadar bildiren aragtirmacilar (23)
olmakla birlikte, ¢cok sayida materyal kullanilarak
yapilan calismalarda (2, 34, 35, 39) bu oranin % 5

ile 9.5 arasinda degistigi dikkati ¢ekmektedir.
Oranin yiiksek (% 40) c¢iktig1 calismada materyal
sayist genellikle diisiik olup, arastirmalar sadece
belirli sayida hayvan populasyonu iizerinde ger-
ceklestirilmistir (10, 23, 41). Ayrica bu sinirh sayi-
daki gruplarda, hayvanlarin genel olarak saglikli
olmasi veya bulasici bir hastalik etkisi altinda
bulunmasi gibi nedenlerle de oran oldugundan
daha diistik ya da daha yiiksek cikabilir. Genel
olarak pazarlama ve yetistirmede kullanilan metot-
lar da hastaligin siddetine katkida bulunabilir ve
hayvanlar hastaliga karsi duyarli hale getirebilir.
Yine pndmonilerin sik¢a goriildiigii Ingiltere,
Kuzey Amerika, Kanada gibi iilkelerde iklimin
hastalikta 6nemli rol oynadigi ve ozellikle pno-
moni oraninin yiiksek oranda bulundugu ingiltere
gibi 1liman ve nemli iklime sahip iilkelerde rumi-
nantlarin  6nemli bir problemi olarak kendini
gostermektedir (8).

Sigirlarda pndmoni oraninin aylara ve mev-
simlere gore dagilimini belirlemek amaciyla yapi-
lan bir epidemiyolojik ¢alismada pndémoni oram
yaz doneminde % 16.0, yagish aylarda % 21.7 ve
kis doneminde de % 23.0 olarak tespit edilmistir
(29). Ayni calismada en yiiksek oranin (% 27.7)
Kasim ayinda ve en diisiik oranin (% 13.9) da
Haziran ayinda oldugu tespit edilmis ve pnémoni
oraninin ortalama olarak % 20.1 oldugu bildiril-
mistir. Ayrica bu ¢alisma sigirlarda pndmoni orani-
nin mevsimlere gére onemli Olgilide degisebile-
cegini ve kig aylarinda daha yiiksek bir oran ile
seyrettigini saptamistir.

Haziroglu ve ark (24), 1995 Mart ile 1996
Haziran aylar arasinda pnomoni lezyonu goriilen
100 adet buzagi iizerinde yiiriittiikleri bir calismada
lezyonlu akcigerlerden 42’sinde P. haemolytica,
8’inde P. multocida ve 10 adedinde de H. somnus
bakteriyel etkenlerini, vakalarin 7’sinde hem
P. haemolytica hem de H. somnus’u, 2’sinde ise
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hem P. haemolytica hem de P. multocida’y1 izole
etmislerdir. Diger bir aragtirmada pndmonili sigirlarin
akcigerlerinden % 6 oraninda P. mulfocida izole
edildigi bildirilmistir (26). Allan ve ark (4)’nin
yapmis olduklart bir ¢alismada % 15.8 P. multocida
izole edildigi bildirilmektedir. Erzurum’da ise
pnomonili sigir akcigerlerinden % 4.5 oraninda
P. multocida izole edilmistir (15). Giindiiz ve
Erganis, Konya’da yaptiklari bir arastirmada
P. multocida izolasyon oraninin % 15.9 oldugunu
tespit etmislerdir (22). Elazig’da yapilan diger bir
caligmada sigir akcigerlerinden bakteri izolasyon-
larinda % 6 oraninda P. multocida izolasyonu
yapilmustir (28).

Arastirmamizda Izmir ilinden alinan 350 or-
nekten 18 adet (% 5.14) ve Aydn ilinden alman
220 ornekten 10 adet (% 4.54) P. multocida izolas-
yon ve identifikasyonu yapilmistir. Toplam identi-
fikasyon sayis1 ise 570 6rmnekte 28 (% 4.9) olarak
tespit edilmistir. Bu oranlar {ilkemizin diger bolge-
lerinde yapilan arastirmalar ile paralellik goster-
mektedir (24, 15, 28). Arastirma sonuglarinin Konya
(22) bolgesinde yapilan arastirma ile paralellik
gostermemesi ise Konya’daki iklim kosullarinin
ozellikle P. multocida ig¢in Aydmn ve Izmir
illerindeki iklim kosullarina nazaran daha uygun
olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Batu ve Elverdi (6) yaptiklar1 arastirmada,
Sakarya, Samsun, Carsamba, Bafra ve Terme
mezbahalarinda  kesilen  sigir  mandalarin
nasopharyngeal bosluklarindan aldiklar1 1106 svap
orneginde, Pasteurella multocida serotiplerini
incelemislerdir. Arastirma sonuglarina gore 1106
ornekten 28 (% 2.53) adet P. multocida identifikas-
yonu yapilmig ve bunlardan 24’# yapilan AGID
testi sonucunda serogrup B olarak tespit edilmigtir.

Prudy ve ark (37) tarafindan ABD’de yapilan
bir arastirmada 50 adet P. multocida identifikas-
yonu yapilmig ve bunlarin 42 adedi serotip A
olarak belirlenmig, 8 adedi ise tiplendirilememistir.
Al-Humam ve ark (3) Suudi Arabistan’da yaptik-
lar1 bir calismada 400 adet 6rnek sigir akciger svap
orneginden 10 adet P. multocida identifiye etmisler
ve bununda 4 adedini tip A, 2 adedini tip C, 2
adedini tip E olarak tiplendirmisler, diger 2 adedini
ise tiplendirememiglerdir. De Rosa ve ark (14) ise
sigir solunum yollarindan 4 adet P. multocida
identifiye etmisler ve bunlarin 3 adedini serotip A
olarak tespit etmisler, bir adedini ise tiplendireme-
mislerdir.

Aydin ve Izmir illerinde yapilan arastirma-
mizda toplam 28 adet P. multocida izolat1 kulla-

nilmig olup, bunlardan 15 (% 53.6) adedi serotip
B, 10 (% 35.7) adedi serotip A ve bir (% 3.5) adedi
de serotip D olarak tiplendirilmistir. Suglardan 2
(% 7.2)’si ise tiplendirilememistir.

De Rosa ve ark. (14) ABD’de yaptiklar bir
calismada P. multocida izolatlarinin 7 gesit antibi-
yotige (ampisilin, seftiofur, eritromisin, spectino-
misin, trimetoprim-sulfametoksazol ve florfenicol)
karst MIK degerlerini tespit etmisler ve spectino-
misin haricindeki diger antibiyotiklerde diisiik
MIK degerleri ile karsilasmuslardir. P. multocida
izolatlarinin seftiofur’a duyarli oldugu bildirilmek-
tedir.

Biswas ve ark (7), Hemorajik septisemi ile
ilgili Hindistan’da yaptiklar1 bir ¢aligmada sahadan
izole ettikleri P. multocida izolatlarini sulfadiazin’e
kars1 direncli bulmuslardir. Calismada kullanilan
diger antibiyotikler ise mikroorganizmaya vermis
olduklart duyarlilik sirasina gore amikasin, genta-
misin, siprofloksasin, eritromisin, streptomisin,
nitrofurantoin, oksitetrasiklin ve enrofloksasin
olarak siralanmaktadir.

Wallmann (42), yapmis oldugu arastirmada
cesitli patojen bakterilerin antibiyotik direglilikle-
rini MIK degerleri yardim ile tespit etmistir.
Aragtirma sonuglarina gore sigirlardan elde edilen
P. multocida izolatlar1 nalidiksik asid’e (% 10.6),
enrofloksasin’e (% 1.5), sefoperazon’a (% 3),
sefotaksim’e (% 6.8) ve seftiofur’a (% 1.5) ora-
ninda direnc¢li bulunmustur. Wallmann, bu arastir-
ma sonucunda Almanya’da yaklasik olarak 15 yil
kadar sonra Veteriner alanda florokuinolon ve
sefalosporon’lara karsi patojen bakterilerin direng-
lilik gelistirebilecegi goriigiinii savunmaktadir.

Grobbel ve ark. (19) sigir ve domuzlardan
elde edilen P. multocida izolatlar1 ile Veteriner
fluorokuinolon’lar arasinda MiK degerlerini hesap-
layarak bir karsilastirmada bulunmuglar ve sonug
olarak enrofloksasin ve onun bir metaboliti olan
siprofloksasin’in yiiksek in vitro antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

Arastirmamizda 28 adet P. multocida susunun
% 93.0 oraninda florfenikol’e, % 61.0 oraninda
enrofloksasin’e, % 54.0 oraninda oksitetrasiklin’e
duyarlt oldugu bulundu. P. multocida suslarinin
tlimiiniin eritromisin ve sulfametaksazol-trimetoprim’e
% 82.0 oranlarinda, gentamisin’e % 64.0 oraninda
ve amoksisillin-klavulanic asid’e ise % 61.0 ora-
ninda direngli oldugu tespit edildi. Elde edilen bu
sonuglar dogrultusunda P. multocida suslarinin
enrofloksasin ve oksitetrasiklin’e diren¢ kazanma-
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ya basladigi ve hatta yaklasik % 45-50 arasinda
direngli oldugu goriilmektedir. Ayrica Florfenikol’iin
MIK 50 degerinin 0.25 mg/L ve MIK 90 degerinin
0.5 mg/L olmas1 6nem arz etmektedir.

Sonug olarak Aydin ve Izmir illerinden topla-
nan 570 6rnegin 28 (% 4.9)’inden P. multocida
izole ve identifiye edilmistir. Bu 28 adet
P. multocida susunun 15’1 serotip B, 10’u serotip
A ve 1°1 serotip D olarak tiplendirilmistir. Elde
edilen bu sonuglar dogrultusunda sigir pndmonile-
rinde P. multocida suslarinin da 6nemli bir rol
oynadigi bir kez daha dogrulanmistir. Tespit edilen
P. multocida serotip B’ye, diger serotiplere gore
daha yiiksek oranda rastlanilmig olmasi, serotip
B’nin daha yiiksek patojenite kriterlerine sahip
olabilecegini ispatlamaktadir. Ayrica bu serotipin
belirlenmesi halen uygulanmakta olan veya ileride
hazirlanacak agilara ciddi oranda katki saglayacak-
tir.  Yapilan antibiyogramlar sonucunda ise
P. multocida suslarmin florokuinolon grubunda
bulunan antibiyotiklere (eritromisin, siprofloksasin
vb.) karst yogun bir sekilde diren¢ kazandigi
goriilmektedir. Yeni bir etken madde olan florfe-
nikol ise veteriner sahada tedavide kullanilabilecek
bir antibiyotik olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Ancak bu antibiyotigin de bilingsiz bir sekilde
kullanilmas1 sonucunda P. multocida izolatlarinin
direng gelistirmesi kaginilmaz bir sonug¢ olacaktir.
Bundan dolay1, sigir pndmonilerini tedavi etmeye
caligmaktansa bu hastaliktan korunmak i¢in as1
aragtirmalarina agirlik verilmesi ve yeni kombine
agilarin iretilip uygulanmasinin tilkemiz ekonomisi
acisindan faydali olacag: diistiniilmektedir.
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INFEKSiYOZ PANKREATIK NEKROZIiS HASTALIGININ TESHiSi iCiN ENZYME-
LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY GELiSTIRILMESI*

DEVELOPMENT OF ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY METHOD FOR
DIAGNOSIS OF INFECTIOUS PANCREATIC NECROSIS DISEASE

Buket OZKAN OZYER ' Hasmet CAGIRGAN ?
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OZET

Infeksiy6z pankreatik nekrozis (IPN), gen¢ salmonid baliklarda yiiksek mortalite ile seyreden ve o6nemli ekonomik
kayiplara neden olan akut bulasici viral bir hastaliktir. Bu ¢alismada hastaliginin teshisinde standart bir metot olan enzim-linked
immunosorbent assay (ELISA) gelistirilmesi ve IPN hastaliginin teshisi i¢in kullanilmast amaglanmstir.

Infeksiydz pankreatik nekrozis virusunun (IPNV) teshisi hiicre kiiltiiriinde izolasyonu takiben serolojik tekniklerle
identifikasyon ile yapilmaktadir. Bunun i¢in IPNV’unun VR-299, Ab ve Sp serotipleri piirifiye edilmis ve bu serotiplere kars
tavsan ve kobaydan hiperimmun serum elde edilmis ve bu antikorlar testte kullanilmustir.

Testin spesifitesini belirlemek igin salmonid baliklarda hastaliga neden olan diger viruslardan infeksiy6z hematopoetik
nekrozis virus (IHNV) ve viral hemorajik septisemi virusu (VHSV) kullanilmis ve gapraz reaksiyon goriilmemistir. Testin
sensitivitesi VR-299 serotipi igin DKiDs, degeri 10%%/ml_ Ab serotipi igin DKiDs, degeri 10%%/ml ve Sp serotipi igin DKiDs
degeri 107/ml olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak IPN hastahigmin teshisi igin gelistirilen ELISA yonteminin hizli, basit ve ekonomik bir yontem olarak
kullanilabilecegi diisiincesine vartlmustir.

Anahtar Kelimeler: ELISA, IPN, salmonid baliklar, teshis, viral balik hastaliklari,

SUMMARY

Infectious pancreatic necrosis (IPN) is an acute contagious disease and causes high mortality and significant economic
losses in young salmonid fish. In this study, ELISA that is used as a standart method was developed to be used for diagnosis of
IPN.

The diagnosis of IPN virus is made by virus isolation followed by serological identification technics. For this purpose VR
299, Ab and Sp serotypes of infectious pancreatic necrosis virus was purified and then hiperimmun sera were produced in rabbit
and guinea pigs against these serotypes. Finally these antibodies were used in the test.

Other viruses like infectious hematopoietic necrosis virus and viral hemorrgagic septisemia virus that cause diseases in
salmonid fish were used to determine the specificity of the test and cross reaction was not seen. Sensitivity of the test was found
to be 10%%/ml, 10%*/ml, and 10”*/ml TCIDs, for Vr 299, Ab and Sp respectively.

As a result, development of ELISA method was considered to be simple, rapid, and economic method to be used for
diagnosis of infectious pancreatic necrosis disease.

Key Words: Diagnosis, ELISA, IPN, salmonid fish, viral fish disease.

GIRIS 36, 39). Infeksiydz pankreatik nekrozis virus
salmonid baliklarin yanisira 20 den fazla balik
tiirlinden, yumusakgalardan, kabuklulardan ve
diger omurgasizlardan da izole edilmistir (1, 13,
19, 35). Hastalik ilk olarak Kanada’ da 1940
yilinda M’Gonigle tarafindan tanimlanmistir (38).

Infeksiydz pankreatik nekrozis (IPN) hastaligi
ozellikle geng salmonid baliklarda yiiksek morta-
lite ile seyreden 6nemli ekonomik kayiplara neden
olan akut seyirli bulasic1 viral bir hastaliktir (12,

* Buket OZKAN OZYER’ in doktora tezinden 6zetlenmistir
1 Dr.,Veteriner Hekim, Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Viroloji Boliimii, IZMIR
2 Prof. Dr., Ege Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Su Uriinleri Yetistiriciligi Bolimii, Hastaliklar Anabilim Dali, Bornova, iZMIR
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Infeksiydz pankreatik nekrozis hastaligi yurdu-
muzda ilk kez Candan (6) tarafindan bildirilmistir.

Infeksiydz pankreatik nekrozis virus, Birna-
viridae familyasinda Aquabirnavirus genusunda
yer almaktadir (12, 26). Virus 55-75 nm ¢apinda,
ikozahedral simetrili, zarfsiz, iki segmentli ve ¢ift
iplikgikli RNA ya sahiptir (33, 39). Infeksiyoz
pankreatik nekrozis virusuna spesifik 5 viral
polipeptid bulunmaktadir (11, 27).

Aquabirnavirus genusunda serolojik olarak 2
serogrup tamimlanmistir. Serogrup A da yer alan
izolatlarin ¢ogu salmonid baliklarinda ki hastalik-
larla iliskilidir ve 9 serotip halinde gruplandirilmis-
tir. Serogrup B sadece 1 serotipe (B1) sahiptir.
Infeksiydz pankreatik nekrozis virusunun VR-299
(WB), Sp ve Ab olmak iizere baslica 3 ana serotipi
vardir ve bu serotiplerden Sp ve Ab serotipinin
Avrupa orjinli, VR-299 serotipinin ise Amerika
orjinlidir (18, 24, 25, 28). Genetik olarak ise 7
farkli grubun oldugu bildirilmektedir (23).

Infeksiyoz pankreatik nekrozis virusunun
identifikasyonu hiicre kiiltiiriinde izolasyonu taki-
ben immunolojik testler ile yapilmaktadir (3, 30,
34, 38). Klinik vakalarda teshis direkt balik doku-
larinda histolojik olarak ve/veya IPNV antijeninin
immunolojik olarak gosterilmesi ile yapilabilmek-
tedir (14). Ancak teshis konfirmasyonu i¢in hiicre
kiiltiiriinde izolasyon ve immunolojik olarak iden-
tifikasyon gerekmektedir. Standart olarak kulani-
lan immunolojik testler ndtralizasyon testi, indirekt
floresan antikor testi (IFAT) ve ELISA’dir (4).

Infeksiydz pankreatik nekrozis gibi énemli bir
balik hastaliginin teshisi ve rutin tarama g¢alis-
malarinda ELISA’in kullanilmas1 maliyet, is giicii
ve zaman agisindan biiylik avantajlar saglaya-
cakdir. Bu calismada doku Kkiiltiiriinde izole edilen
IPNV’unun teshisinde kullanilabilecek bir ELISA
yonteminin gelistirilmesi amag¢lanmugtir.

MATERYAL VE METOT

Hiicre Kiiltiirii: Referans viruslarin ¢ogaltil-
mas1 amaciyla epithelioma papulosum cyprini
(EPC) ve bluegill fry (BF-2) hiicre hatlar1 kulla-
nildi. Bu amagla % 10 fotal dana serum (FCS-
Biochrom, Almanya) %!l antibiyotik-antimikotik
(10000 IU/ml penicilline, 10 mg/ml streptomisin,
0,025 mg/ml amphotericin B, Biological Industries,
Israil) ve %1 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid (HEPES-Biochrom,
Almanya) bulunan Eagle’s Minimal Essential
Medium (EMEM, pH 7.6- Biochrom, Almanya)
kullanilarak 24 °C’de hiicreler hazirland.

Referans Viruslar: Hiperimmun serum elde
edilmesi, ELISA nin sensitivite ve spesifitesinin be-
lirlenmesi igin referans viruslar kullanildi. Bu
amacla; IPNV Spjarup serotipi (Sp, Danish Institute
for Food and Veterinary Research, Danimarka),
IPNV VR-299 serotipi (IPN436, Institute of
Diagnostic  Virology, Almanya), PNV Abild
serotipi (Ab, IPN428, Institute of Diagnostic
Virology, Almanya), viral hemorajik septisemi
virus (VHSV, DK5151, Danish Institute for Food
and Veterinary Research, Danimarka) ve infeksi-
yoz hematopoietik nekrozis virus (IHNV izolat
32/87, Danish Institute for Food and Veterinary
Research, Danimarka) kullanildi. Testte kullanilan
IPNV (VR-299, Ab ve Sp serotipi) BF-2 hiicre
kiiltiirlerinde, VHSV ve IHNV’u EPC hiicre kiiltii-
rinde tretildi. Viruslar hiicre kiiltiirlerinde % 2
FCS, % 1 antibiyotik-antimikotik ve %1 hepes ige-
ren EMEM kullanilarak 15°C’de iiretildi.

infeksiyoz Pankretik Nekrozis Virusunun
Piirifikasyonu: Pirifikasyon iglemi Dixon ve Hill
(8), tarafindan bildirilen yonteme gore yapildi.
Viruslar 175 ¢cm® yiizeyli doku kiiltiirii flasklarina
1:10 oraninda inokule edildi. inkubasyon siiresince
% 90-95 oraninda sitopatolojik effekt (CPE) goz-
lenen hiicreler -74°C’ye kaldirilarak donduruldu ve
hizla ¢ozdiirildiikten sonra virus slispansiyonu
1500xg de 15 dakika santifiij edildi. Stipernatant
toplandi. % 2.2 NaCl (w/v) ve % 7 PEG-6000
(Merck, Almanya) (w/v) ilave edilerek 4° C’de man-
yetik karistiricida bir gece birakildi. Hiicre peletleri
TNE buffer (0,01M Tris-HCI, 0,1M NacCl, 0,001M
EDTA, pH, 7.4) ile siispanse edildi. Siispansiyon
esit miktarda 1,1,2 trichlorotrifluoraethane (Uvasol,
Merck, Almanya) ile karistirildi ve 1500xg’de 10
dakika santrifiij edildi ve iistteki sivi faz alind.
Ayni islem bir kez daha tekrar edildi. PEG 6000 ile
muamele edilen siipernatant 2000xg’de 1 saat
santrifiij edildi ve elde edilen pellet TNE buffer ile
resiispanse edildi. Siispansiyon 1,1,2
trichlorotrifluoraethane ile tekrar muamele edildi.
Ayrilan iistteki sivi faza TNE buffer ile hazirlan-
mis olan % 15-45 sukroz dansiti gradient uygu-
land1 ve Beckman Optima-LE-80K ultrasantrifiijde
SW 41 rotor kullanilarak 45000xg’de 2 saat santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi olusan virus bandlar1 bir
enjektor ile toplandi. TNE buffer ile dilue edilen
virus igeren band 126000xg’de 6°C 1.5 saat sant-
rifiij edildi (SW 41 rotor). Olusan pelet 1 ml TNE
ile reslispanse edilerek protein konsantrasyonu
spektrofotometre ile dl¢iildii.
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Antiserumlar1 Hazirlanmasi: Antiserum elde
edilmesinde Hattori ve ark. (16) tarafindan bildi-
rilen yontem uygulandi. Her bir serotip i¢in Yeni
Zelanda tavsani ve kobay kullanildi. Tavsanlar,
200 pg/ml ve kobaylar 100 pg/ml konsantrasyo-
nunda plirifiye edilen virus ile immunize edildi.
Fosfat tampon soliisyonu (PBS) i¢inde hazirlanan
ptirifiye virus siispansiyonu esit hacimde Freund’s
complete adjuvant1 (FCA, Sigma A.B.D) ile emul-
sifiye edildi ve deri alt1 yolu ile verildi. Ayn1 sekil-
de 4 hafta sonra immunizasyon tekrarlandi. 7-10
glin sonra kan alinarak toplanan serumlar -20°
C’de stoklandi. Antikorlar Adams (2) tarafindan
belirtilen yontem kullanilarak sodyum siilfat ile
piirifiye edildi.

ELISA: Bu calisma da indirekt ¢ift antikor
(sandvig) ELISA kullanildi. Mikroplak gdzleri
IPNV VR-299, Ab ve Sp serotiplerine karsi tav-
sanda hazirlanan IgG’ler ile 10 pg/ml olacak
sekilde pH 9.6 olan karbonat-bikarbonat tampon
soliisyonunda sulandirilarak her bir goze 100 pl
konuldu ve 37°C’de bir gece bekletildi. Kaplama-
dan sonra PBS (pH: 7.4) ile 2 kez yikandi. % 1.5
s1gir serum albiimini (BSA, AppliChem, Almanya)
iceren karbonat bikarbonat tampon soliisyonu
bloklama amaciyla hergdoze 200 pl konuldu.
Mikroplak 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. PBS ile 3
kez yikandi. Daha sonra antijen olarak IPN virus
VR-299, Ab ve Sp igeren hiicre kiiltiirii sivisindan
ve negatif kontrol antijeni olarak enfekte edilme-
mis BF-2 hiicre kiiltiirii sivisindan 100’er pl ilave
edildi. Mikroplaklar 24°C’de nemli ortamda bir
saat inkube edildi. % 0.05 Tween 20 ilave edilmis
PBS (PBS-T) ile 3 kez yikandi. Sekonder antikor
olarak IPNV VR-299, Ab ve Sp serotiplerine karst
kobay da hazirlanan antikorlar 10 pg/ml olan ola-
cak sekilde % 1 BSA igeren PBS-T ile sulandirildi
ve her bir goze 100 pl ilave edildi. 24° C’de bir
saat inkube edildi. PBS-T ile 4 kez yikandi.
Konjugat olarak horse radish peroksidase (HRP)
ile isaretli anti-kobay IgG konjugati (Pirbrigth
Lab., ingiltere) IPNV VR-299 ve Ab serotipi igin
1/500, IPNV Sp serotipi i¢in 1/250 olarak % 1 BSA
iceren PBS-T ile sulandirild1 ve herbir géze 100’er
pl konuldu 24° C’de nemli ortamda bir saat inkube
edildi. PBS-T ile 4 kez yikandi. Substrat olarak
hidrojen peroksit (H,O,) ile aktive edilmis OPD
substrat (P-5412, Sigma) her bir goze 100 pl
eklenerek oda 1sisinda 20 dakika bekletildikten
sonra 1M siilfiirik asit (H,SO,4) 100 pl ilave edile-
rek reaksiyon durduruldu ve ELISA okuyucusunda
(ELx800, Bio-Tek) 492 nm dalga boyunda okundu.

Testin Sensitivite ve Spesifitesinin Belirlen-
mesi: Testte kullanilan reaktifler ile gokkusagi
alabaliklarinda enfeksiyonlara neden olabilen diger
viral etkenler arasinda kros reaksiyonun olup olma-
digin1 ortaya koymak amaciyla EPC hiicre hatla-
rinda iiretilmis olan VHSV ve IHNV kullanild1.

Testin sensitivitesinin belirlenmesi amaciyla
mikrotitrasyon ile Kaerber metoduna (5) gore
DKIDs, degerleri belirlenen iPNV VR-299 (10*¢
DKIDs, /ml), Ab (10** DKIDs, /ml) ve Sp (10%*
DKIDs, /ml) serotipleri hiicre kiiltiirii sivilarindan
direkt, 1/10, 1/100, 1/1000 diliisyonlarda ve negatif
kontrol antijeni olarak enfekte edilmemis BF-2
hiicre kaltiri sivisi; direkt, 1/10, 1/100, 1/1000
diliisyonlarda 4’er goz olmak iizere test edildi.

Sonuglarin Degerlendirilmesi: Uygulanan
test sonuglarinda okunan OD degerlerinin pozitif
olarak degerlendirilmesi i¢in; pozitif antijenlerin
ortalamalar1 ve negatif antijen ortalamalari ile elde
edilen pozitif/negatif (P/N) oranlarinin degerinin
>2 olmast ve bu degerin negatif kontrol antijen-
lerinin istatistiki olarak 3 standart sapmasi (3SS)
almarak hesaplanan cut off degerinden (kritik
deger) biiyiik olmasi esas alindi (21, 22, 32).

BULGULAR

Viruslarin Piirifikasyon Sonucu: Viruslarin
plirifikasyonu amaciyla uygulanan % 15-45 sukroz
gradient sonucunda olusan opak bantlar toplandi
(Sekil 1). Toplanan bantlarin protein konsantras-
yonlar1 spektrofotometrede 6lciildii. IPNV VR 299
serotipinin konsantrasyonu 1800 pg/2ml, IPNV Ab
serotipinin konsantrasyonu 2200 pg/2ml ve IPNV
Sp serotipinin konsantrasyonu 2000 pg/2ml olarak

hesaplandi.

Sekil 1. IPNV piirifikasyonu igin uygulanan % 15-45 sukroz
gradient sonucu olusan bandlar

Piirifiye Antikorlarin Protein Miktarlar::
Sodyum siilfat ile piirifiye edilen tavsan ve kobay
antikorlarinin protein konsantrasyonlar1 Tablo 1’de
belirtilmigtir.
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ELISA Sonuclar

IPNV VR-299 Serotipi i¢in Sensitivite ve
Spesifitesinin Belirlenmesi: IPNV VR-299 seroti-
pinin sensitivitesinin belirlenmesi i¢in uygulanan
ELISA sonuglar1 Tablo 2’de, sonuglarin degerlen-
dirilmesi Tablo 3 ve Grafik 1°de, spesifite ile ilgili
test sonuglar1 Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 1. Tavsan ve kobaylardan elde edilen IPNV’una spesifik

serumlarin sodyum siilfat ile piirifikasyonu sonucu
elde edilen protein konsantrasyonlari

. S Tavsan antikoru Kobay antikoru
IPNV serotipleri (mg/ml) (mg/ml)
IPNV VR 299 5,1 3,4
PNV Ab 2,1 1,7
iPNV Sp 5,5 3,6

Tablo 2. IPNV VR-299 serotipi igin uygulanan ELISA sensi-
tivite sonuglari

Grafik 1. IPNV VR-299 serotipi igin uygulanan ELISA sensi-
tivite sonuglari
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Tablo 4. IPNV VR-299 serotipi i¢in uygulanan ELISA spesi-
fitesi ile ilgili ¢alisma sonucunda 492 nm’de okunan

492 nm de OD degerleri OD degerleri
Direkt virus 0,749 0,761 0,737 0,745 Antijenler OD degerleri
Negatl.f konFrol 0,064 0,065 0,065 0,065 IPNV-VR299 0,749 0761
diie S0 07 0y
Negatif kontro 065 0,067 0, ’ VHSV 0,077 0,077
1/100 dilue virus 0,179 0,191 0,183 0,205 .

. Negatif kontrol 0,064 0,065
Negatif kontrol 0,063 0,063 0,062 0,061 Blank 0.068 0.065
1/1000 diliie virus 0,073 0,076 0,077 0,075 2 2
Negatif kontrol 0,064 0,064 0,061 0,064 ) )

Blank 0,087 0,068 0,065 0,085 Tablo 5. IPNV Ab serotipi i¢in uygulanan ELISA sensitivite

Tablo 3. IPNV VR-299 serotipi igin uygulanan ELISA sonug-
larinin pozitif / negatif OD oranlart ve cut off degerleri

(492 nm)
Pozitif Negatif Cut off
P/N o
ortalama  ortalama oranlart degeri
) ™N) (3SS)
Direkt 0,748 0,065 11,5 0,066
1{10 0,588 0,065 9 0,069
dilusyon
1{100 0,190 0,062 3,1 0,065
dilusyon
1{1000 0,076 0,063 1,2 0,068
dilusyon

Sonu¢ olarak P/N oranlarinin >2 olmasi ve
negatif kontrol antijen degerlerinin 3SS degerinin
(cut-off degeri) pozitif kontrol antijenin degerinden
kiiciik oldugu tespit edilerek testin gegerli oldugu
ve IPNV VR-299 serotipi icin sensitivitenin
DKIDs degeri 10%%/ml olarak tespit edilmistir.

IPNV Ab Serotipi icin Sensitivitesi ve Spe-
sifitesinin Belirlenmesi: IPNV Ab serotipinin
sensitivitesinin belirlenmesi igin uygulanan ELISA
sonuglart Tablo 5’de, sonuglarin degerlendirilmesi
Tablo 6 ve Grafik 2°de, spesifite ile ilgili test
sonuglart Tablo 7°de gosterilmistir.

sonuglari
492 nm de OD degerleri
Direkt virus 0,544 0,601 0,602 0,536
Negatif kontrol 0,119 0,116 0,110 0,118
1/10 diliie virus 0,385 0,378 0,437 0,480
Negatif kontrol 0,099 0,103 0,106 0,108
1/100 diliie virus 0,149 0,184 0,174 0,202
Negatif kontrol 0,102 0,102 0,102 0,108
1/1000 diliie virus 0,105 0,106 0,108 0,104
Negatif kontrol 0,097 0,099 0,098 0,096
Blank 0,105 0,108 0,100 0,100

Tablo 6. IPNV Ab serotipi i¢in uygulanan ELISA sensitivite
sonuglarinin pozitif / negatif OD oranlar1 ve cut off

degerleri (492 nm)
Pozitif Negatif Cut Off
P/N .
ortalama  ortalama oranlart degeri
(P) ™) (3SS)
Direkt 0,570 0,116 49 0,128
1/10 0,420 0,104 4 0,116
dilusyon
1{100 0,177 0,104 1,7 0,113
dilusyon
1(1000 0,106 0,098 1,1 0,101
dilusyon
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Grafik 2. IPNV Ab serotipi i¢in uygulanan ELISA sensitivite
sonuglart

Tablo 9 ve Grafik 3°de, spesifite ile ilgili test
sonuglart Tablo 10’da gosterilmistir.

Tablo 9. IPNV Sp serotipi icin uygulanan ELISA sensitivite

dilisy on
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Tablo 7. IPNV Ab serotipi i¢in uygulanan ELISA spesifitesi
ile ilgili ¢alisma sonucunda 492 nm’de okunan OD

degerleri
Antijenler OD degerleri
IPNV Ab 0,601 0,602
THNV 0,132 0,133
VHSV 0,129 0,132
Negatif kontrol 0,136 0,133
Blank 0,142 0,147

Tablo 8. IPNV Sp serotipi icin uygulanan ELISA sensitivite

sonuglari
492 nm de OD degerleri
Direkt virus 0,498 0,516 0,481 0,496
Negatif kontrol 0,085 0,086 0,086 0,086
1/10 diliie virus 0,259 0,238 0,258 0,294
Negatif kontrol 0,090 0,087 0,086 0,089
1/100 dilie virus 0,114 0,112 0,111 0,118
Negatif kontrol 0,097 0,090 0,088 0,089
1/1000 diltie virus 0,096 0,095 0,095 0,093
Negatif kontrol 0,089 0,090 0,091 0,092
Blank 0,087 0,086 0,092 0,090

Sonug¢ olarak P/N oranlarmin >2 olmasi ve
negatif kontrol antijen degerlerinin 3SS degerinin
(cut-off degeri) pozitif kontrol antijenin degerinden
kiigiik oldugu tespit edilerek testin gecerli oldugu
ve IPNV Ab serotipi icin sensitivitenin DKIDs,
degeri 10%%/ml olarak tespit edilmistir.

IPNV Sp Serotipi icin Sensitivite ve Spesi-
fitenin Belirlenmesi: IPNV Sp serotipinin sensiti-
vitesinin belirlenmesi i¢in uygulanan ELISA
sonuglart Tablo 8’de, sonuglarin degerlendirilmesi

060 sonuglarinin pozitif / negatif OD oranlar1 ve cut off
degerleri (492 nm)
0,500
Pozitif =~ Negatif Cut off
P/N .
_ ortalama  ortalama oranlart degeri
5‘“‘” ) (N) (3S9)
L - Direkt 0,498 0,086 5.8 0,087
B 1/10 dilisyon 0,262 0,088 2,9 0,094
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Grafik 3. IPNV Sp serotipi icin uygulanan ELISA sensitivite
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Tablo.10. IPNV Sp serotipi i¢in uygulanan ELISA’in spesi-
fitesi ile ilgili ¢alisma sonucunda 492 nm’de oku-

nan OD degerleri
Antijenler OD degerleri
IPNV-Sp 0,498 0,516
THNV 0,088 0,085
VHSV 0,085 0,085
Negatif kontrol 0,085 0,086
Blank 0,087 0,086

Sonu¢ olarak P/N oranlarinin >2 olmasi ve
negatif kontrol antijen degerlerinin = 3SS degeri-
nin (cut-off degeri) pozitif kontrol antijenin dege-
rinden kiigiik oldugu tespit edilerek testin gecerli
oldugu ve IPNV Sp serotipi icin sensitivitenin
DKIDsodegeri 107 /ml olarak tespit edilmistir.

TARTISMA VE SONUC

IPN hastaligimin hizli ve dogru teshisi hasta-
ligin etkili kontrolii, epizootiyolojisinin anlagilmasi
ve eradikasyonu i¢in oldukc¢a dnemlidir (22).



20 Ozkan-Ozyer ve Cagiran

Tiirkiye’de IPN hastaliginin teshisinde, doku
kiiltiirinde virusun izolasyonunu takiben IFAT ve
ELISA rutin olarak kullanmilmaktadir. Kullanilan iki
test icin de ticari kitler ithal olarak gelmektedir. Bu
calismada gokkusag: alabaliklarinda IPN hastaligi
etkeni olan IPNV’nun teshisinde kullamlan ve
diger serolojik metotlardan daha hizli, basit, ucuz
ve kolay uygulanabilen bir test olan ELISA testinin
gelistirilmesi amaglanmugtir.

Immunfloresan ve virus nétralizasyon testleri
identifikasyon amaciyla yaygin olarak kullanilan
serolojik metotlardir. Ancak bu testlerin zaman
alic1 olmasi, pahali ekipmanlara ihtiya¢ duyulmasi,
sonuglarin degerlendirilmesinde ve uygulamada
zorluklarin olmasi gibi dezavantajlar1 vardir (37).
Nicholsan ve Caswell (22) ELISA testinin diger
testlere gore daha fazla avantajli oldugunu belirt-
mislerdir.

Genel olarak ELISA direkt, indirekt, sandvig
ve kompetatif olmak iizere 4 grup halinde siniflan-
dirtlmistir (7). Uygulanacak ELISA seciminde,
direkt teknikte teshis edilecek her bir antijen i¢in
farkli antikor enzim konjugati gerekli oldugundan
kullanimi sinirlt kalmaktadir. Bu yiizden indirekt
teknikler gelistirilmis ve direk ELISA’dan daha
duyarl1 oldugu tespit edilmistir. indirek ELISA i¢in
gerekli olan antikorlardan, enzim isaretli antiglo-
bulin ile solid fazda kaplama i¢in kullanilan anti-
korlar arasinda nonspesifik reaksiyonu Onlemek
icin immunolojik olarak farkli immunglobulin ice-
ren 2 hayvan tiiriinde hazirlanmasi dnerilmek-tedir
(40). Cift antikor sandvi¢ ELISA teknigi uygula-
nan ¢alismalarda antikorlar1 elde etmek amaciyla
Rodak ve ark. (29) IPNV Sp serotipi igin tavsan ve
domuz, Nicholsan ve Caswell (22) VR-299 serotipi
icin ve Hattori ve ark. (16) VR-299 serotipi i¢in
tavsan ve kobay kullanmislardir. Bu c¢alismada
antijen tespitinde daha duyarli olan ve her bir
antijen ic¢in farkli antikor konjugati gerektirmeyen
cift antikor sandvi¢ ELISA yontemi secilmistir.
IPNV VR-299, Ab ve Sp serotiplerinden antikor
elde etmek i¢in hayvan tiirii olarak bakim ve besle-
mesi kolay olan tavsan ve kobay kullanilmistir.

Hill ve ark. (17) yaptiklar1 arastirmada gesitli
immunizasyon tekniklerini kargilastirmislar, en iyi
sonucu piirifiye virus ile FCA kullanarak, intra-
muskuler yoldan uygulama ile elde etmislerdir.
Hattori ve ark. (16) kobayda konsantre virus, tav-
sanda pirifiye virus kullanarak esit miktarda
Freund complete adjuvan ile emiilsifiye edildikten
sonra subkutan yol ile immunizasyon yapmislardir.
Bu calismada daha spesifik antikor elde etmek

amaciyla immunojen olarak her iki hayvanda da
ptrifiye virus kullanilmis, adjuvan olarak FCA
se¢ilmis ve immunizasyon subkutan yoldan enjek-
siyon yontemiyle uygulanmustir.

Konjugatlardan alkalin fosfataz ve HRP; ucuz,
kolay konjugasyon uygulanmasi ve fazla cesitte
substrat kullanilabilmesi nedeniyle tercih edilmek-
tedir (37). indirekt sandvi¢ ELISA’de ticari olarak
bulunabilen tiir spesifik enzim igaretli antiimmunglo-
bulinlerin kullanilmasinin daha avantajli oldugu
belirtilmistir (31). Peroksidaz i¢in O-Phenylenediamine
(OPDY’in iyi bir substrat oldugu bildirilmektedir
(37). Bu ¢alismada konjugat olarak HRP ile isaretli
anti kobay Ig ve substrat olarak OPD kullanil-
mistir.

Hattori ve ark. (16) ve Rodak ve ark. (29)
IPNV’nun piirifikasyonu icin ultrasantrifiij ile
konsantrasyon isleminden sonra CsCl gradient
uygulamiglardir. Dixon ve Hill (8) piirifikasyon
amaciyla PEG 6000 ile konsantrasyon ve sukroz
dansiti gradient uygulamislardir. Virusun konsan-
trasyonu amaciyla kullanilan metotlardan PEG
6000’in ultra santrifiij ve molekiiler filtrasyondan
daha iyi bir yontem oldugu belirtilmektedir (20).
Bu calismada PEG 6000 ile konsantrasyon ve
ultrasantrifiij kullanilarak sukroz dansiti gradient
ile piirifikasyon iglemi uygulanmistir.

Sensivite ¢aligmalarinda, Dixon ve Hill (9) 10
° PFU / ml, Hattori ve ark. (16) 10* DKIDs, / ml,
Rodak ve ark. (29) 10° DKIDsy/ml ve Dominquez
ve ark. (10) monoklonal antikorlar ile avidin-biotin
sistemini kullanarak 10* DKIDs,/ ml sensitivite
oldugunu belirlemislerdir. Arastirmacilar serolojik
metodlardaki sensitivitenin bilyiik oranda kulla-
nilan antikorlarin spesifite ve kalitesine bagli oldu-
gunu belirtmiglerdir. Hattori ve ark. (16) sensiti-
vitede ki disiikliigliniin kullanilan anti serumlarin
safligina bagl olacagini belirtmiglerdir. Gould (15)
sensitivite ile ilgili en 6nemli faktoriin, affinite
ptirifiye poliklonal veya monoklonal antikor kulla-
nimi ile ilgili oldugunu belirtmistir. Nicholsan ve
Caswell (22) yaptiklar1 ¢alismada WB (VR-299)
serotipine kars1 gelistirdikleri sistemde sensitivite-
nin 10°>° DKIDs¢/ ml oldugunu tespit etmisler. Bu
sensitivitenin IPNV ile enfekte hiicre kiiltiiriinde
genellikle virusun titresinin 10’-10° DKIDsy/ ml
olmasindan dolay1 hiicre kiiltiiriinde identifikasyon
icin kullanisl oldugunu belirtmislerdir.

Infeksiydz pankreatik nekrozis virusu tespit
etmek amaciyla gelistirilen ELISA’in, her ii¢ IPNV
serotipine karsi uygulanan testlerde yeterli sensi-
vite ve spesifite gosterdigi tespit edilmistir. ELISA
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testinin sensitivitesini belirlemek igin yapilan
calismalarda, IPNV VR-299 serotipi igin sensitivi-
tenin DKIDsy degerinin 106’6/m1, PNV Ab seroti-
pinin DKIDs, degerinin 10%%/ml oldugu ve Sp sero-
tipinin sensitivitesinin DKIDsy degerinin 10"*/ml
oldugu belirlenmistir. Testin spesifitesini belirle-
mek i¢in yapilan ¢alismalarda ise IPNV serotipleri
ile diger balik viruslarindan olan IHNV ve VHSV’
larinin ¢apraz reaksiyon vermedigi tespit edilip
yeterli spesifitenin varlig1 ortaya konulmustur. Bu
calismada elde edilen sonuglar, gelistirilen ELISA
yénteminin, IPNV nun teshisinde uluslararasi stan-
dart metot olarak kabul edilen doku kiiltiiriinde
izolasyon yontemini takiben identifikasyon ama-
ciyla basarili bir sekilde kullanilabilecegi goster-
mistir.
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OZET

Bu calisma, Karadeniz Bolgesi Culicoides tiirlerinin belirlenmesi amaciyla Haziran 2006-Agustos 2007 tarihleri arasinda
yapilmustir. Bu siire igerisinde, Sinop, Samsun, Ordu, Giresun ve Amasya’dan 11k tuzaklari ile Culicoides 6rnekleri toplanmustir.
C.circumscriptus Kieffer, 1918, C. duddingstoni Kettle ve Lawson, 1955, C.festivipennis, Kieffer, 1914, C. flavipulicaris
Dzhafarov, 1964, C. gejgelensis Dzhatarov, 1964, C.longipennis Khalaf, 1957, C.maritimus Kieffer, 1924, C.newsteadi Austen,
1921, C. obsoletus komp., (Meigen), 1818, C. picturatus Kremer ve Deduit, 1961, C.pumilus (Winnertz), 1852, C. punctatus
(Meigen), 1804, C. sahariensis Kieffer, 1923 ve Culicoides sp. olmak lizere 14 tiir tespit edilmistir. C.duddingstoni’nin disisi bu
arastirma ile Tiirkiye’den ilk kez bildirilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Culicoides, Karadeniz Bolgesi, Tiirkiye

SUMMARY

This study was carried out to detect of Culicoides species in Blacksea region of Turkey between June 2006-August 2007.
In this period, Culicoides samples were captured by using light traps from Sinop, Samsun, Ordu, Giresun and Amasya. Fourteen
species, C. circumscriptus Kieffer, 1918, C. duddingstoni Kettle and Lawson, 1955, C. festivipennis, Kiefter, 1914, C.
flavipulicaris Dzhafarov, 1964, C. gejgelensis Dzhafarov, 1964, C.longipennis Khalaf, 1957, C. maritimus Kieffer, 1924, C.
newsteadi Austen, 1921, C. obsoletus comp., (Meigen), 1818, C.picturatus Kremer and Deduit, 1961, C.pumilus (Winnertz),
1852, C. punctatus (Meigen), 1804, C. sahariensis Kieffer, 1923 and Culicoides sp. were detected. A female specimen of C.
duddingstoni was observed for the first time in Turkey.

Key Words: Black sea region, Culicoides, Turkey

GiRiS malar, Jennings ve ark (14), Dik (4, 5, 7, 10),
Yilmaz (24) ve diger arastiricilar tarafindan devam
ettirilmigtir. Bu ¢aligmalarin (4, 5, 7, 10, 14, 17,
24) hemen hemen tamamu erginlerin yakalanmalar
ve teshis edilmeleri esasina dayanmaktadir.
Culicoides tiirlerinin gelisme donemleri tizerine ilk
caligmalar ise Uslu ve Dik (22) tarafindan basla-
tilmis, bu arastiricilar, Konya yoresinde, degisik
ireme yerlerinden aldiklar1 materyallerde 18
Culicoides tiirii iiredigini bildirmislerdir. Uslu ve
Dik (20), Culicoides tiirlerinin I¢ Anadolu
Bolgesi’ndeki mevsimsel dagilimlarini belirlemek
amaciyla yaptiklar ¢alismada, Culicoides 6rnekle-
rine Nisan-Ekim aylar arasinda rastladiklarini, en
¢ok 6rnegin Temmuz ve Agustos aylarinda toplan-
digmi belirtmislerdir. Dik ve Ergiil (8), Culicoides
tirlerinin gece ugus aktivitelerini incelemisler,

Culicoides cinsindeki sinekler, 6zellikle gece-
leri konaklarina saldirarak onlardan kan emerler.
Bazi tiirler mavi dil (2-5, 9, 14, 18, 25), akabane
(3, 6, 9, 18), ephemeral fever (9, 13), at vebasi (2,
3, 16) ve epizootik hemorajik disease (1, 3) gibi
hastaliklarin bulastirilmasinda vektoér édevi goriir-
ler. Bu hastaliklar zaman zaman Tiirkiye’ nin degi-
sik bolgelerinde goriilmiis ve birgok hayvanin
6limiine neden olmustur. Her tilkede oldugu gibi,
Tirkiye’de de, gerek bu hastaliklarla miicadele i¢in
bazi verilere sahip olmak ve gerekse Tiirkiye
Culicoides faunasini belirlemek amaciyla bazi ¢alis-
malar yapilmaktadir. Tiirkiye Culicoides faunasi
lizerine yapilan c¢alisma sayisi oldukga sinirlidir.
Bu aragtirmalar dzellikle son 30 yil iginde yapil-
mustir. Navai (17) tarafindan baslatilan bu arastir-

!Prof. Dr. Selguk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dal, 42075 Selguklu/Konya
2 Uzm.Vet. Hekim Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Samsun
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ucus aktivitesinin tiirlere gore degiskenlik goster-
digini, bununla birlikte en ¢ok giinesin batisindan
hemen sonra ve gece yarisina kadar ugtuklarini,
aktivitenin daha sonra azaldigini tespit etmislerdir.
Bu arastirmalar sonucu, Tiirkiye’de 57 Culicoides
tiirii tespit edilmistir. Dik ve ark (9), 2005 yilina
kadar yapilan arastirmalar1 ayrintili bir bigimde
degerlendirerek Tiirkiye Culicoides tiirlerinin
dagilimlarini1 gosteren bir harita hazirlamislardir.

Bazilar1 sadece bir il veya ilge bazinda olsa
bile, Akdeniz, Ege, Giiney Dogu Anadolu, I¢
Anadolu, Dogu Anadolu ve Marmara bolgelerindeki
Culicoides tiirleri lizerine yapilmig ¢aligmalar bulun-
makla birlikte, Karadeniz bolgesindeki Culicoides
tirleriyle ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanma-
mistir. Bu arastirma, Karadeniz Bolgesi Culicoides
tiirlerinin belirlenmesi amactyla yapilmaistir.

MATERYAL VE METOT

Bu arastirma, Haziran 2006-Agustos 2007
tarihleri arasinda Karadeniz bolgesinde Sinop
(Akliman), Samsun (Veteriner Kontrol ve Aras-
tirma Enstitlisii-Atakum, Derbent Baraji gevresi-
Bafra, Havza, Kavak, Tekkekoy), Ordu (Unye),
Giresun (Bulancak) ve Amasya (Giimiishacikoy)
illerinde yapilmistir. Culicoides Orneklerinin top-
lanmasinda Dik (4, 5, 7) tarafindan belirtilen sekil-
de civa buharli lamba ve balasttan olusan 151k
tuzaklar1 kullanmilmistir. Bu merkezlere toplam 16
kez 151k tuzagir kurulmus ve toplanan insektler
ertesi giin laboratuvarda incelenerek Culicoides
ornekleri se¢ilmis ve i¢lerinde % 70’lik alkol bulu-
nan siselerde saklanmislardir. Siselerin lizerlerine,
orneklerin nerede ve ne zaman yakalandiklarini
gosteren etiketler yapistirllmistir. Culicoides Or-
nekleri alkol-fenolde saydamlastirilip, Faure Forte
Medium ile lam iizerine yapistirildiktan sonra
etlivde kurutulmuslar ve Olympus CX31 marka
151k mikroskobunda teshis edilmislerdir.

BULGULAR

Arastirmada olduk¢a az sayida Culicoides
ornegi yakalanmis, fakat 14 Culicoides tiirii tespit
edilmistir. En ¢ok 6rnek Sinop’tan yakalanmis, onu
Samsun, Amasya, Giresun ve Ordu illeri izlemistir.
Kurulan 151k tuzag: sayisi dikkate alindiginda, yine
en ¢cok Culicoides 6rnegi Sinop’tan toplanmustir.
En fazla Samsun’da tuzak kurulmasina ragmen, bu
ilde yakalanan Culicoides Ornegi sayist oldukga
disilk olmus, Tekkekdy ve Samsun merkezde
kurulan tuzaklarla herhangi bir Culicoides 6rnegi
yakalanamamugtir. Diger taraftan; Ordu, Giresun

ve Amasya’da kurulan 151k tuzaklariyla da ¢ok az
sayilarda Culicoides 6rnegi yakalanabilmistir.

Karadeniz Bolgesi’nde Saptanan Culicoides
Tiirleri

Karadeniz bolgesinde tespit edilen Culicoides
tiirlerinin isimleri ve toplama merkezlerine gore
dagilimi Tablo 1°de belirtilmistir.

Tablo 1. Karadeniz Bolgesinde tespit edilen Culicoides tiirleri
ve toplama merkezlerine gore dagilimlar:

Tiir ismi Sinop Samsun Ordu Giresun Amasya
C. circumscriptus 7 1 1 7 4
C. duddingstoni 1 - - - -
C. festivipennis 1 - - - -
C. flavipulicaris 3

C. gejgelensis 1 2
C. longipennis - 1 -
C. maritimus 102 24 - - -
C. newsteadi 2 - - - -
C. obsoletus komp - 3 - 3 1
C. picturatus - - - - 10
C. pumilus - 10 - - -
C. punctatus 5 2 - - -
C. sahariensis - - 1 - _
Culicoides sp 2 - - - -
Toplam 120 45 2 10 17

1. C. circumscriptus Kieffer, 1918; Bu tiire arag-
tirma yapilan biitiin illerde rastlanmustir. 3 Q9
4 43 12.6.2006 Akliman, Sinop; 1 @
19.6.2007 Kavak, Samsun; 7 99 24.8.2006
Bulancak, Giresun; 1 & 21.8.2006 Unye, Ordu;
4 99 21.7.2006 Giimiishacikoy, Amasya.

2. C. duddingstoni Kettle ve Lawson, 1955; Bu
tir sadece Sinop’tan yakalanmistir. 1 9
12.6.2006 Akliman, Sinop. Bu tiiriin disisi, bu
caligma ile Tirkiye’de ilk kez tespit edilmistir.

3. C. festivipennis, Kieffer, 1914; Bu tiire de
sadece Sinop’ta rastlanmustir. 1 9@ 12.6.2006
Akliman, Sinop.

4. C. flavipulicaris Dzhafarov, 1964; Bu tiir sade-
ce Samsun’dan yakalanmstir. 1 9 13.6.2006
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii
Bahgesi, Atakum, Samsun; 2 4J& 19.6.2007
Kavak, Samsun.

5. C. gejgelensis Dzhafarov, 1964; Bu tiire
Samsun ve Amasya’da rastlanmugtir. 1 @
19.6.2007 Kavak, Samsun; 2 9% 21.7.2006
Gumiighacikdy, Amasya.

6. C. longipennis Khalaf, 1957; Bu tiiriin sadece
bir 6rnegi yakalanabilmistir. 1 ¢ 19.6.2007
Kavak, Samsun.
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7. C. maritimus Kieffer, 1924; Bu tiire Sinop ve
Samsun’da rastlanmistir. Bu tiir diger tiirlere
oranla daha ¢ok sayida yakalanmigtir. 102 99
12.6.2006 Akliman, Sinop; 7 99 13.6.2006 Ve-
teriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Bahgesi,
Atakum, Samsun; 13 29 4 44 19.6.2007
Kavak, Samsun.

8. C. newsteadi Austen, 1921; 2 99 12.6.2006
Akliman.

9. C. obsoletus komp., (Meigen), 1818; 2 99
3.5.2007 Derbent Baraji ¢evresi-Bafra,
Samsun; 1 @ 25.6.2007, Havza, Samsun; 3 9
24.8.2006 Bulancak, Giresun; 1 9 21.7.2006
Glimiishacikdy, Amasya.

10. C. picturatus Kremer ve Deduit, 1961; Bu tiire
sadece Amasya’da rastlanmustir. 10 99
21.7.2006 Glimiishacikdy, Amasya.

11. C. pumilus (Winnertz), 1852; Bu tiir sadece
Samsun’dan toplanmigtir. 10 9% 19.6.2007
Kavak, Samsun.

12. C. punctatus (Meigen), 1804; Bu tiire Sinop ve
Samsun disindaki illerde rastlanmamustir. 5
Q9 12.6.2006 Akliman, Sinop, 2 29
19.6.2007 Kavak, Samsun.

13. C. sahariensis Kieffer, 1923; Bu tir sgdece
Ordu’da yakalanmistir. 19 21.8.2006 Unye,
Ordu.

14. Culicoides sp. Bu tiire sadece Sinop’ta rastlandi.
1 Q 12.6.2006 Akliman, Sinop, 1 § 14.6.2007
Akliman, Sinop. Bu tiiriin morfolojik 6zellikleri
asagida verilmistir.

Disi

Gozler ayridir. Frons dar olup, genisligi bir
fasetten daha azdir. Ugiincii palp segmenti nispeten
kalindir ve wuzunlugu genisliginin iki katidir.

Ucgiincii palp segmentindeki duyu orgam kiigiik ve

silindir seklindedir. Palp uzunlugu 195 pm, palpal

oran ise 2’dir. Anten uzunlugu 571 um olup, biitiin
anten segmentlerinde sensilla coeloconica mevcut-
tur. II-IX. segmentlerdeki sensilla coeloconica
sayis1 birden fazladir. Kanat acik lekelere sahiptir.

Ikinci radial hiicrenin apikal ucu agiktir. R5,M1 ve

M2 hiicrelerinin apikal ug¢larinda birer tane agik

leke mevcuttur. Kanat lekelerinin dagilimlar

Pictipennis gr. liyelerininkine benzemektedir.

TARTISMA VE SONUC

Tiirkiye’de, Culicoides tiirlerinin belirlenmesi
iizerine yapilan calisma sayist son 30 yildir artig
gostermigstir. Navai (17) ile baslatilan sistematik

aragtirmalar Jennings ve ark (14) tarafindan devam
ettirilmistir. Dik (7), Konya yoresinde bulunan
Culicoides tiirleri lizerine yaptig1 kapsamli arastir-
may1 takiben, Akdeniz ve Ege bolgelerinde siste-
matik caligmalar yapmistir (4, 5). Diger taraftan,
aynt yillarda Tirkiye’nin farkli bolgelerinde de
bazi arastirmalar yapilmistir (2, 11, 12, 15, 19, 21,
23). Biitiin bu ¢aligmalar sonucu, Tiirkiye’de saptanan
Culicoides cinsindeki tiir say1s1 57’e ulagmustir.

Bu aragtirmada, daha 6nce hi¢ ¢alisma yapil-
mamis olan Karadeniz bolgesi Culicoides tiirleri
belirlenmeye c¢alisilmis ve bolgede 14 tiir tespit
edilmistir. Bu tiirlerin 13’{iniin Tiirkiye’deki varlig
bilinmekle birlikte, bir tanesine ilk kez rastlanmig-
tir. Erkek ornekleri olmadigi icin kesin olarak
teshis edilemeyen bu tiriin kanat benekleri
C. pictipennis ve kismen de C. gejgelensis’inkine
benzemekle birlikte, diger morfolojik 6zellikleri ile
onlardan ayrilmaktadir. incelenen her iki Srnegin
de morfolojik o&zellikleri daha o6nce Tiirkiye’de
tespit edilen diger tiirlerden farklidir.

Bu aragtirmada ¢ok az sayida Culicoides 6rnegi
yakalanmstir. Genel olarak her ilde yakalanan or-
nek sayisi1 az olmakla birlikte, Sinop’tan toplanan
Culicoides O0rnegi sayisi diger illere oranla biraz
daha fazla olmustur. Sinop’tan toplanan &rnek
sayisinin ¢ok olmasi, 151k tuzaklarimi kuruldugu
ahirlarin ¢evresinin tamamen bataklik benzeri bir
alan olmasi ve dolayisiyla Culicoides tiirlerinin
tiremeleri i¢in uygun ortam olusturmasindan kay-
naklanmaktadir. Bununla birlikte, diger bolgelerde
yakalanan 6rnek sayisi genellikle ¢ok sinirli olmus-
tur. Yakalanan 6rnek sayisinin ¢ok az olmasinin
nedeni kurulan tuzak sayisinin az olmasina bagh
olabilecegi gibi, bolgede Kirim Kongo Kanamali
Atesi miicadelesi nedeniyle yapilan insektisit
uygulamalarindan da ileri gelmis olabilir.

Bu arastirmada C.maritimus’a diger tiirlerden
daha fazla rastlanmis, bunu C.circumscriptus takip
etmistir. Diger tiirler ise genel olarak bir veya
birka¢ 6rnekle sinirli kalmistir. Tiirkiye’ nin degisik
bolgelerinde yapilan bir¢ok ¢alismada da (4, 5, 7,
11,12,22,24,25) C. maritimus ve C. circumscriptus’a
diger tiirlere oranla daha ¢ok rastlanmasi, bu
tiirlerin her lireme yerinde lireme yetenegine sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir.

Sonug olarak; Karadeniz bolgesinde yakalanan
ornek sayisi ¢ok az olmasina ragmen 14 tiir tespit
edilmistir. Aragtirmanin daha farkli habitatlara sahip
bolgelerde yapilmasi ve bolgenin genisletilmesi
halinde yakalanan 6rnek sayisinin ve tiir ¢esidinin
artmasi muhtemeldir.
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ET VE ET URUNLERINDE ELISA TEKNIiGi iLE TURLERIN TESPIiTi

DETERMINATION OF SPECIES IN MEAT AND MEAT PRODUCTS
WITH ELISA TECHNIQUE
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OZET

Et ve et iiriinlerinde kullanilan et tiirlerinin belirlenmesi, ekonomik nedenlerin yaninda insan sagliginin korumast igin de
onem tasimaktadir. Bu ¢alismada, Izmir ili ve ¢evresinden Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’ne getirilen toplam
116 et ve et iiriinii, ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) ile incelenmistir. Analiz sonucunda toplam 116 Srnegin
76’smda (% 65.5) sigir eti, 27’sinde (% 23.3) sigir / tavuk eti karigimi, 7’sinde (% 6.0) tavuk eti, 3’inde (% 2.6) domuz eti,
2’sinde (% 1.7) at eti ve birinde (% 0.9) sigir / domuz eti karigimu tespit edilmistir. Calisma sonuglari ile incelenen 6rneklerin
etiket bilgileri karsilastirildiginda, 18 (% 15.5) 6rnegin etiket bilgilerinden farkli et tiirlerini igerdigi saptanmistir. Sonug olarak,
[zmir Tli’nde imal edilen et ve et iiriinlerine farkli hayvan tiirlerine ait etlerin karistirildig: tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: ELISA, et, et iiriinii, hayvan tiiri.

SUMMARY

The detection of meat types used in meat and meat products is important because of economical reasons as well as the
protection of human health. In this study, 116 meat and meat products from Izmir province that received by Bornova Veterinary
Control and Research Institute have been analysed with ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). It was determined that
from 116 samples 76 were beef (% 65.5), 27 were a mixture of beef and chicken (% 23.3), 7 were chicken (% 6.0), 3 were pork
(% 2.6), 2 were horse flesh (% 1.7) and one of them was a mixture of pork and beef (% 0.9). When the information on the labels
of these 116 samples were reviewed, 18 of the samples (% 15.5) were found to contain meat kinds that were different from the
notifications on the label. Consequently, it was determined that meat and meat products that had been produced in Izmir were
mixed with meat belonging to various animal species.

Key Words: Animal species, ELISA, Meat, meat product.

GIRIS

Et ve et triinleri yliksek besin degeri, doyuru-
culugu ve lezzet agisindan insan beslenmesinde 6n
sirada yer alan besin maddeleridir. Et, insan orga-
nizmasinda kayba ugrayan proteinlerin yaklasik
% 100’tini ikame edebilmektedir (16). Genis an-
lamda et denilince dana, koyun, sig1r, manda, kegi,
deve ve domuz gibi hayvanlarin taze, tuzlanmis ve

ve lizerinde hile yapmaya elverigli degildir. Degerli,
pahali ve saglikli hayvan etleri, cok daha az degerli
etlerle ve hasta hayvanlarin etleriyle rahatlikla
karigtirilabilir. Et muayenesinin diizenli olarak
yapilmadig1r durumlarda, bazi kasaplar diisiikk de-
gerli ve hasta hayvanlarin etlerini ¢ok ucuz bir
fiyatla alarak, biitiin bunlardan habersiz olan tiike-
ticilere kaliteli et gibi yiiksek bir fiyata satmak-

tiitsiilenmis etleri anlasilirken, dar anlamda ise
kesim hayvaninin iskelet kaslarinin tiimiine et
denilmektedir (15).

Et kontroliiniin insan saghigini korumaktan
baska, ekonomik 6nemi de vardir. Diisiik degerli
bir etin iistiin degerli et olarak pazarlanip tiike-
ticinin aldatilmasi ancak et kontrolii ile 6nlenebilir.
Higbir gida maddesi et kadar tiiketicileri aldatmaya

tadirlar (19).

Et ve et iriinlerinde yer alan etlerin hangi
hayvan tiirline ait oldugunun tespiti ile bir taraftan
ahlaki ve ekonomik yonden haksiz bir rekabet
Onlenirken, diger taraftan dini inanglan dogrultu-
sunda bazi hayvanlara ait etleri tiiketmeyen insan-
larin aldatilmasinin 6niine gecilmis olunmaktadir
(4, 6, 20). Et ve et iiriinlerinde kullanilan etlerde
hayvan tiiri tanimlamasi genellikle ekonomik

1 Dr. Veteriner Hekim, Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, [ZMIR
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nedenlerden dolay1 yapilmakla birlikte, baz1 etlerin
yenilmesi (at ve domuz gibi) dinsel ve ulusal
kanunlarla siirlandirilmistir (8).

Insanlarin aldatilmasinin dnlenmesi amaciyla
gidalarin kontroliinde hassas, hizli ve ayn1 zaman-
da diisiik maliyetli yontemlerin gelistirilmesi ve
uygulanmasina gereksinim vardir (20). Et ve et
iiriinlerinin ayriminda duyusal niteliklere, anato-
mik farkliliklara, killarin histolojik o6zelliklerine,
doku yaglarinin 6zelliklerine ve etlerdeki glikojen
miktarina  dayanan yoOntemlerin yam1  sira
immunolojik, morfolojik, elektroforetik, serolojik
ve genetik metotlar kullanilmaktadir (3, 8, 13, 14).

ELISA gibi immunoenzimatik yontemler hassas,
spesifik, basit ve hizli olmalan ile tiir tespitinde
tercih edilmektedir (18). ELISA, hileli hazirlanmig
taze et karigimlari ile 1s1l iglem gormiis et
triinlerinde hayvan tiiriiniin tespiti igin etkili bir
metot olarak bildirilmektedir (1, 10).

ELISA ile etlerin hangi hayvan tiirline ait
oldugunun ayirt edilmesinde, tiire 6zgii poliklonal
ve monoklonal antikorlar kullanilmaktadir. Bunlar-
dan monoklonal antikorlar homojen antikor popu-
lasyonuna sahip olmalari, spesifiteleri, yaygin ola-
rak kullanilmalari, taninmig biyolojik aktiviteleri
ve diisiikk maliyetleri ile tercih edilmektedir (7, 17).

Bu calismada, Izmir 1li ve ¢evresinden Bornova
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’ne geti-
rilen cesitli ¢ig et ve et karisimi ile 1s1l islem
gbrmiis et lirlinlerinde, sigir, domuz, at ve tavuk eti
varligim ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay) ile tespiti amaglanmis ve Orneklerin ilgili
standartlara uygunlugu incelenmistir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Izmir 1li ve cevresinden Bornova Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’ne getirilen 116
adet et ve et {irlinleri drnegi incelenmistir. Ornekler
Enstitii Miidiirliigiiniin Numune Kabul ve Raporla-
ma Birimine soguk zincir altinda getirilerek teslim
edilmistir. Laboratuvara gelen Ornekler en kisa
siirede analize alinmistir. Et ve et iirlinlerinde
hayvan tiiriiniin tespiti ELISA-TEK™ Cooked
Meta Speciation Kits, ELISA Technologies, Inc.
Florida / U.S.A. ELISA kiti ile gerceklestirilmistir.

Orneklerin Hazirlanmasi

Cig ya da 1s1l islem gbrmiis et ve et iiriin
ornekleri, oncelikle kiiciik parcalar haline getiril-

mistir. Orneklerden 50’ser gram tartilarak filtreli
stomacher posetlerine konulmustur. Bu posetlere
100 ml tuzlu su (% 0.9 (0.15M) Sodium chloride)
ilave edilmistir. Klipsler ile posetlerin agz1 kapati-
larak stomacher cihazina (IUL, Instrument) takil-
mis ve 60 sn par¢alanmaya birakilmistir. ELISA
kiti yalnizca 1s1l iglem gérmiis 6rneklerde kulani-
labildigi i¢in, ¢ig ornekler filtrasyon veya santrifiij
islemlerinden once 15 dk siireyle su banyosunda
(95-100°C) tutulmustur. Ornek iizerinde kalan sivi
kisim (6rnege bagli olarak) berrak degilse, 6rnek
filtrasyon veya santrifilj yardimiyla ekstrakte edil-
mistir. Stizme islemi filtre kagitlar1 (Whatman No:
4) kullanilarak veya ornekler 10.000 G’de 10 dk
santrifiij edilerek gerceklestirilmistir. ELISA i¢in
berrak supernatant doku ekstrakti kullanilmigtir.
Omek, yag tabakasmin yogun oldugu durumlarda,
mevcut tabakanin alt kismindan dikkatli bir sekilde
alinmustir.

Test Prosediirii

ELISA kitinin plak plani, 6rneklerin sayisina
gore pozitif kontrol, % 1 pozitif kontrol, negatif
kontrol ve orneklerin sayisina gore olusturulmus-
tur. Pozitif kontroller i¢in test kitine ait pozitif
kontrol soliisyonlar1 kullanilmistir.  Yiizde bir
pozitif kontrol igin test kitinin pozitif kontroliiniin
% 1°lik diliisyonu ve negatif kontrol i¢in de % 0.9
(0.15M) tuzlu su hazirlanmistir. Analizde kulani-
lacak olan yikama soliisyonu, test kitindeki kon-
santre yikama soliisyonunun deiyonize su ile 1:10
diliisyonu seklinde hazirlanmistir. Calismada kul-
lanilan ABTS (azino-di-ethylbenzthiazoline sulphonic
acid) soliisyonu da avidin peroxidase konjugat
inklibasyonu sirasinda taze olarak hazirlanarak
kullanilmistir. Bunun igin test kiti i¢erisinden ¢ikan
konsantre ABTS peroxide citrate buffer 1:25
oraninda karigtirilmistir.

ELISA kiti ve reaktifler kullanilmadan 6nce
tutulduklar1 2-8°C’den ¢ikarilarak oda sicakligina
getirilmistir. Blank olarak secilen kuyucuga 100 pl
normal tuzlu su ve secilen diger kuyucuklara
strasiyla 100 pl pozitif kontrol, % 1 pozitif kontrol
ve Ornekler konulmustur. ELISA plak {izeri kapati-
larak 60 dk oda sicakligma birakilmistir. Inkiibas-
yon sonunda kuyucuklar yikama soliisyonuyla
cihazda (ELx 50 Auto Strip Washer, Bio-Tek Inst.,
Inc.) li¢ kez yikanmustir. Ayni tiiriin her bir kuyu-
cuguna 25 pl tiire 6zgili anti-species biotinylate
konulmustur. Bu noktada konulan reaktifin, kuyu-
cugu tamamen Ortmesine dikkat edilerek {izeri
kapali halde 60 dk oda sicakliginda inkiibasyona
brrakilmistir. Siire sonunda kuyucuklar yikama
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soliisyonuyla 3 kez yikanmistir. Sonra kuyucuklara
25 pl peroxidase conjugate konularak tizeri kapal
halde 30 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakil-
mistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar yikama
soliisyonuyla 6 kez yikanmistir. Kuyucuklara taze
hazirlanmig ¢alisma ABTS soliisyonu 50 pl hacim-
de konulmus ve fizeri ortillerek 30 dk oda
sicakligina birakilmistir. inkiibasyon sonunda her
bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu ilave edilmistir.

Hesaplama ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Olgiim islemi i¢in plak, ELISA okuyucusuna
(ELx 808 Ultra Mikroplate Reader, Bio-Tek Inst.,
Inc.) yerlestirilmis ve cihaz ortalama 414 nm (405-
420 nm) dalga boyunda absorbans degerlerine
programlanmistir. Pozitif kontrol, % 1 pozitif kont-
rol, negatif kontrol ve Orneklerin absorbanslari
tespit edilmistir. Kontrol ve oOrneklerin ortalama
absorbans degerleri ve bunlarin standart sapmalar
hesaplanmigtir. Absorbans degeri % 1 pozitif kont-
roliin ortalama absorbans degerine esit veya daha
yiksek olan 6rnekler pozitif olarak kabul edilmis-

tir. Eger 6rnegin absorbans degeri % 1 pozitif kont-
roliin ortalama absorbans degerinden daha diisiik
ise ornek negatif olarak degerlendirilmistir (2).

BULGULAR

Calismada ¢ig et ve et karisimi ile 1s1l islem
goérmiis et iriinlerinde ELISA ile yapilan analiz
sonuglar1 Tablo 1°de verilmistir. incelenen toplam
116 6rnekten 76’smin (% 65.5) sigir eti, 27 sinin
(% 23.3) sig1r / tavuk eti karisimi, 7’sinin (% 6.0)
tavuk eti, 3’tniin (% 2.6) domuz eti, 2’sinin (%
1.7) at eti ve birinin (% 0.9) sigir / domuz eti
karigimi oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar ile
orneklerin etiket bilgileri karsilagtirildiginda 18 (%
15.5) ornegin etiket bilgilerinden farkl et tiirlerini
icerdigi saptanmustir.

TARTISMA VE SONUC

Diinyanin birgok iilkesinde, et ve et iirlinleri-
nin (sucuk, sosis, salam, pastirma vb.), iiretiminde
kullanilan etlerin hangi hayvan tiiriine ait oldugu-

Tablo 1. Orneklerde tespit edilen hayvan tiirleri ile etiket bilgilerinin karsilastirilmas

) Hayvan tiirii ve oran1 (%) Etiket
Ormek Ornek sayisi } B bilgisinden farkli
(n) Sigir At Domuz Tavuk Sigrve  SIgIrve  gmek sayisi ve
Domuz Tavuk orant (%)
Parca et 21 12 2 2 5 - - 4
¢ (57.2) 9.5) 9.5) (23.8) (19.0)
Hazir kivma 21 18 - - - 1 2 3
zir ki
Y (85.7) 4.8) 9.5) (14.3)
1 - - - . - 1
is h
Sosis hamuru (100)
21 15 - 1 1 - 4 5
Kofi
ofte (71.4) 4.8) 4.8) (19.0) (23.8)
Hamburger 10 ’ i i ! i 2
u
g (70.0) (10.0) (20.0)
Tas kebabi konserve ! i i i i i ! !
v
(100) (100)
8 8 - - - - -
D&
oner (100)
26 13 - - - - 13 5
k
Sucu (50.0) (50.0) (19.2)
4 2 - - - - 2
Sal
alam (50.0) (50.0)
Rosto ! ! i i i i i
(100)
Sosl 2 - - - . . 2
i
0sis (100)
TOPLAM 116 76 2 3 7 1 27 18
655  (1.7) (2.6 (6.0) (0.9) (23.3) (15.5)
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nun belirlenmesi biiyiikk 6nem tagimaktadir. Bu
nedenle, etin kaynaginin belirlenmesi icin ¢ok sa-
yida degisik laboratuvar metotlar1 gelistirilmis ve
bunlarin bir kismi da gida kontrol laboratuarla-
rinda resmi metot olarak kullanilmaya baslanmistir

).

Tirk ve ark. (20) yaptiklar1 ¢alismada, 223
adet et ve et iriinleri 6rneginin 12’sinde (% 5.3)
tek tirnakli eti, 16’sinda (% 7.1) domuz eti, 6’sinda
(% 2.6) ise tek tirnakli / domuz eti karigimi tespit
etmislerdir. Bursa ve Istanbul bolgesindeki satis
noktalarindan alinan 410 et ve et iirlinleri 6rnegin-
de yapilan bir ¢alismada (9), dérneklerden 396’sin-
da (% 75) sigir eti, 85’inde (% 20.7) tavuk eti ve
14’{inde (% 4.3) at eti tespit edilmistir. Incelenen
orneklere ait etiket bilgileri degerlendirildiginde
ise, toplam 67 6rnegin (% 1.3), lizerinde bulunan
etiket bilgilerinden farkli hayvan tiiriine ait et
icerdigi saptanmis, belirlenen bu Orneklere ilave
olarak etiketlerde varlig1 bildirilmemis hayvan tiir-
lerini de igeren toplam 79 (% 19.2) 6rnegin hileli
oldugu bildirilmistir (9). Ankara’da yapilan bir
bagska calismada (5) ise toplam 9 parca et ve 16
kiyma koftenin sirasiyla 2’sinin (% 22.2) ve birinin
(% 6.3) farkli et tiirli igerdigi saptanmustir. Isil
islem gormiis et riinlerini incelediklerinde sucuk
orneklerinin % 39.2’sinin, salam Orneklerinin %
35.7’sinin ve sosis Orneklerinin ise % 27.2’sinin
farkli et tiirii icerdigini tespit etmislerdir (5).

Amerika’da yapilan bir ¢aligmada (11), ¢ig
kiymalarin % 15.9’unun, domuz sosislerinin %
22.5’inin hileli oldugu bildirilmistir. Konu ile ilgili
bir diger ¢calismada (10) Alabama’da satisa sunulan
domuz kiymasi Orneklerinin % 90’inda, domuz
sosis Orneklerinin % 54’tinde hileli olarak kanatl
eti tespit edilmistir. Cig et ve et karisimlarinda
hayvan tiirli tespitine yonelik aragtirmalarin iilke-
lere gore Onemli farkliliklar gosterebilecegi ve
orneklerin temin edildigi satis noktalarmin bulun-
dugu yer ve orneklerin satig fiyatlari, ayn1 zamanda
satisga sunulan noktalara yapilan denetimlerin
yogunlugu ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (9).

Bu calismada elde edilen bulgularin diger
aragtirmacilarin bildirdikleriyle benzerlikler goster-
digi anlagilmaktadir. Bu ¢aligsmalardan farkli olarak
3 ornekte (% 2.6) domuz eti ve bir 6rnekte (% 0.9)
sigir / domuz eti karisimi saptanmistir. Bu durum
Tirk ve ark.’nin (20) bildirdigi degerlerden diisiik
olarak tespit edilmistir. Iki 6rnekte (% 1.7) at etinin
tespiti, Ugur ve ark.’nin (9) yaptig1 ¢aligmadaki %
4.3 liik at eti tespit degerinin gerisinde kalmustir.

Etiket bilgilerine gore bir degerlendirme yapildi-
ginda, kullanilan etlerde hayvan tiirii bakimindan
en ¢ok tavuk etinin kullanildig1 tespit edilmis olup,
diger arastirmacilar da benzer sonuclar bildirmek-
tedirler (5, 9, 10).

Sonug olarak, insan tiiketimine sunulan ¢ig et
ve et karisimi ile 1s1l islem gérmiis et iiriinlerinde
farkli hayvan tiirlerine ait etlerin kullanildig1 sap-
tanmistir. Insan saglig bakimmdan uygun olmayan
bu iiriinlerin tespitinin gida kontrollerinin siklag-
tirtlmast ve bu liriinlerin giincel metotlar ile hizl
bir sekilde incelenmesi ile gergeklestirilebilecegi
diistiniilmektedir.
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OZET

Bu olgu raporu, Tiirkiye’de; Balikesir 1li, Manyas flgesi, Kiziksa Beldesinde 2005 yilinda bir hindi siiriisiinde yasanan
Avian influenza A HS5NI1 olgusu i¢in hazirlandi. Isletmede 4.5 aylik yasta 1800 adet hindi mevcuttu. Hayvanlar acikta
beslenmekteydi. Ciftlik gdgmen kuslarin 6nemli goé¢ yolu lizerindeydi.

Oliim goriilen siiriiden alinan hindiler; Tarim ve Koyisleri Bakanligi, Izmir-Bornova, Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisti, Kanatli Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarinda incelendi. Hayvanlarin i¢ organ 6rneklerinden virolojik muayene yapildi.
Organ &rneklerinden hazirlanan inokulum, 13 giinliik spesifik patojen free (SPF) embriyolu tavuk yumurtasinin allantoik
bosluguna ekildi. Ekim sonrasi yirmidort saatlik kontrollerde embriyolarin bazilarinda 6liim goriildii ve muayeneye alindi. Bu
yumurtalarin allantoik sivilarinda hemagliitinasyon (HA) aktivitesi tespit edildi. Paramyxoviruslar, hemagliitinasyon inhibisyon
(HI) testi kullanilarak elimine edildi. Avian inluenza A viriis tiplendirmesinde 16 adet alt tip H panel antiserumlar1 kullanilarak
HI testi yapildi ve viriisiin Avian influenza A HS alt tipi oldugu tespit edildi.

Teyit icin izolat, VLA, Weybridge Enstitiisii, Avian Viroloji Laboratuvari, Ingiltere’ye gonderildi. Etkenin Avian influenza
A H5NI viriisii oldugu teyid edildi. Weybridge Enstitiisiince izolat; Influenza A/ty/Turkey/1194/05 (HSNI1 HPAI) olarak
kodlanarak kayit altina alindi. Hastalik, hizli teshis ve alinan 6nlemler sayesinde ¢evreye ve ticari kanatl sektdriine yayilmadan
ilk odakta sondiiriildii.

Bu olgu raporu ile Tiirkiye’de Avian influenza hastaliginin ilk resmi bildirimi yapilmustir.

Anahtar Kelimeler: Avian influenza, hindi, Tirkiye.

SUMMARY

This case report was prepared for Avian influenza A H5N1 outbreak in turkey flock in Kiziksa, Manyas, Balikesir, Turkey
in 2005. There were 1800 turkeys at the age of 4.5 months in the farm. Animals were free range. The farm was on a very
important migration route of the wild migratory birds.

The dead animals of this flock were examined in Poultry Diseases Laboratory of izmir-Bornova, Veterinary Control and
Research Institute. Virological investigation was performed on organ samples from the diseased animals . The inoculum from
organ samples was injected into the allantoic cavity of 13 days old specific pathogen free (SPF) embriyonated chicken eggs.
Some embryos died after 24 hours of inoculation. Although the dead embryos before 24 hours were not taken for evalution, these
embryos were examined for virus isolation. Haemaggliitination (HA) activity of the allantoic fluid was determined.
Paramyxoviruses were eliminated using haemaggliitination inhibiton (HI) test. Avian influenza A virus typing was done with 16
H subtype panel antisera and the virus was determined to be Avian influenza A subtype HS. The isolate was confirmed and typed
by Weybridge Institute, as Influenza A/ty/Turkey/1194/05 (H5N1 HPAI). The outbreak was put out at the first place without
spreading to any other area.

This report is the first case report for Avian inluenza A in poultry in Turkey.

Key Words: Avian influenza, turkey, Turkey.

GIRIiS degisik iilkelerine yayilan, evcil kanathilarda 6liim-
cilil salginlar yapabilen ve bu salginlarda temasi
olan insanlara da bulasabilen zoonoz karakterli bir
hastaliktir (1, 2, 5, 21, 25). Kuslarda ve diger

Avian influenza; Fowl plague, Bird flue,
Avian flue, Tavuk vebasi, Kus gribi gibi benzer
isimlerle de amilan, gd¢men kuslarla diinyanin

! Uzm. Vet. Hekim, Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisi, [ZMIiR
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kanatlilarda hastalik olusturan tablo ilk defa, 1878
yilinda, Perroncito isimli arastirict tarafindan
Italya’da bildirilmistir (3, 9, 18, 27). Hastalik etke-
ninin bir virlis oldugu 1901 yilinda goésterilmistir.
Influenza viriisii; Orthomyxoviridae ailesinden,
ortalama 80-120 nm (nanometre) ¢apinda, yuvar-
lak, ipliksi yapida, tek sarmalli, 8 segmentli bir
RNA viriisiidiir ( 9, 12, 18, 23, 27).

Influenza viriisleri niikleoproteinlerindeki an-
tijenlere gore; A, B ve C tiplerine ayrilarak simif-
landirilmaktadir. influenza A; kuslar, ve meme-
lilerde (insan, domuz, at, mink, deniz memelileri),
Influenza B; insanda, Influenza C ise; insan ve
domuzlarda hastalik olustururlar (5, 6, 9, 27).
Influenza A, kanatl hayvanlarda Avian influenza
hastaligina neden olmaktadir. influenza A viriisii,
biinyesindeki hemagliitinin (H) 1-16 olmak iizere
16 ¢esit ve ndrominidaz (N) 1-9 olmak lizere 9
cesit enzimlerinin antijenik yapisina gore siniflan-
dirtlip isimlendirilir (17, 18, 28, 30).

Hastalik, tanimlanmasindan itibaren giintimiize
kadar Asya, Avrupa, Amerika ve Afrika kitalarinda
bulunan iilkelerin birgogunda degisik boyutlarda
salgmlar yapmustir. Giinlimiizde, basta Uzakdogu
olmak iizere; Rusya, Kazakistan, Mogolistan,
Tiirkiye ve Romanya’da salginlara sebep olmus
zoonoz bir enfeksiyondur (1, 16, 19, 20, 21 ).

Italya’daki ilk bildiriminden giiniimiize kadar
Avian influenza A hastaliginin varligi bu vakaya
kadar Tirkiye’de resmi olarak rapor edilmemistir
(3, 6, 7). Bu olgu raporu ile Tiirkiye’de Avian
influenza A hastaligmmin ilk resmi bildirimi
yapilmistir (1, 2, 22, 29).

OLGU GELIiSiMi

Hastalik tablosu, yilbaginda pazarlanmak
amaci ile beslenen; Balikesir ili, Manyas Ilgesi,
Kiziksa Beldesinde bulunan bir aile hayvanciligi
isletmesine ait hindi siirisinde goriildii. Isletme-
deki 1800 baslik 4.5 aylik yastaki, siyah 1rk hindi
stiriisii, Manyas goliine 3 km uzaklikta bulunan, 40
dekar biiytikliigiinde, acik bir arazide yetistirilmek-
teydi. Ayn1 zamanda, ¢eltik tarimi1 ve hayvancilik
da yapilan bolge, gogmen kuslarin Tiirkiye tizerin-
den gecislerinde kullandiklar1 6nemli bir go¢ yolu
izerinde bulunmaktaydi. Olgu materyallerini, yabani
kus temasina agik arazide beslenen bu hindi siirii-
siinden temin edilen toplam 8 Olii ve 1 canh
hindiye ait 6rnekler olusturdu.

[k &liimleri takiben, laboratuvara gonderilen
3 adet hindi basi, once influenza hizli teshis kiti,
BD Directigen™™ Flu A test kit (Becton Dickinson
Microbiology Systems-USA, Catalog n0:256020)
ile muayene edildi (8, 13, 25, 26). Test Kkiti,
influenza A viral antijenlerini, hasta hayvanlara ait
uygun materyallerden (orofaringeal bolge mukusu,
burun boslugu ve iist solunum yolu yikantilari,
diskilart) direkt, hizli sekilde (15 dakikada) kalita-
tif olarak tespit eden, in vitro antigen-capture
enzyme immununoassay sistemidir. Kalici mor
renk gelisimi pozitif, renk degisimi olmamasi ne-
gatif olarak degerlendirilir. Orofaringeal mukoza-
dan steril svapla alinan mukus materyalinin test
prosediiriine gére muayenesi sonucu, influenza A
antijeni yoniinden pozitif sonu¢ alinmasi iizerine;
ilgili 11 Tarim Miidiirliigii, Havyan Sagligi Sube
Midiirliigiinden, laboratuvara yeni materyaller
gonderilmesi istendi. Ayni zamanda, isletmedeki
0lii ve canli hayvanlarin; giibre, yem atiklari, tiiy
ve telek gibi her tiirli viriis tagiyabilecek materya-
linin tiimiiniin acil olarak, herhangi bir yere tasin-
madan, oldugu yerde gomiilerek imha edilmesinin
geregi ve Onemi bildirildi. Yeni materyal talebi
lizerine tekrar laboratuvara gonderilen 5 adet olii
ve 1 adet canli hindi 6rnekleri sistematik olarak
laboratuvar muayenelerine tabi tutuldu.

Canli ve oli hindilerin nekropsilerinde;
makroskobik olarak Avian influenza yoniinden
tipik bir bulguya rastlanmadi. Bagirsaklar yesilimsi
renkte bir icerik ile doluydu ve lumenlerinde degi-
sen sayida askarit (A4scaridia galli) etkenleri
mevcuttu. Canli hindiden kan 6rnegi ve nekropsi
sonrasi tim hindilerden; orofaringeal svab, trakeal
svab, trakea, beyin, akciger, karaciger, dalak,
bobrek ve ince bagirsak igerigi ornekleri alindi (8,
9, 14, 15, 22). Hindilere ait beyinler bir arada, trakea
ve akcigerler birlikte; dalak, karaciger ve bobrekler
beraber ve bagirsak igerikleri de bir grup olmak
lizere bir araya getirilerek, 4 grup caligma mater-
yali olusturuldu. Gruplanan materyallerin yarist
bakteriyolojik muayeneler i¢in kullanildi. Diger
yarist da ikiye boliinerek, yarist virolojik muayene-
ler igin ayrildi, diger yaris1 -20°C’de derin dondu-
rucuda saklandu.

Virolojik muayeneler i¢in alinan doku parga-
lari, ultra turraks (Janke&Kunkel / Ultra- Turrax
T-25, Germany) yardimi ile % 20 (w/v) oraninda
steril isotonic phosphate buffered saline (PBS, pH
7.0-7.4) igerisinde homojenize edilerek antibiyotik
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(penicillin 2000 IU/ml, streptomycin 2 mg/ml,
gentamycin 50 pg/ml ve mycostatin 1000 IU/ml)
ilavesi yapildi. Bagirsak iceriginden hazirlanan
inokiiliim materyali i¢in, antibiyotik konsantras-
yonlar1 5 kat arttirildi. Stispansiyon haline getirilen
doku ve bagirsak icerigi 6rnekleri santrifiijde 1000
g de 10 dakika santrifiij edilerek ¢okeltildi ve tstte
kalan siipernatant virolojik muayenelerde inoku-
lum olarak kullanilmak tizere alindi. iki saat 4°
C’de tutularak antibiyotik ve antimikotik etkime-
sine birakildi (4, 8, 23, 24, 27).

Hazirlanan inokulumlardan her bir organ
grubu i¢in altigar adet olmak {izere, SPF 13 giinliik
embriyolu tavuk yumurtalarinin koriyoallantoik
bosluklarmma, 0.2 ml inokiile edildi. Alt1 adet
embriyolu yumurta da herhangi bir inokiilasyon
yapilmaksizin kontrol olarak kullanildi. Yumurta-
lar, kulucka makinesinde (Cimuka/43C/H/I-
Tiirkiye) 37°C’de inkiibe edildi. Ekim yapilan
embriyolu yumurtalarin; 12 saat sonra yapilan
embriyo canlilik kontrollerinde canliliklarinin nor-
mal devam ettigi, 18 saat sonra yapilan kontrol-
lerde, bazi embriyolarda anormallik bagladigi ve
24 saat sonra yapilan kontrollerde ise ekim yapilan
embriyolu yumurtalarin % 30’unda embriyo Sliim-
leri sekillendigi goriildii. Kontrol grubu embriyo-
larda, canlilik ve embriyonal gelisme normal
olarak saptandi.

Embriyolu yumurta inokiilasyonlarinda; ilk 24
saatte gelisen oliimler nonspesifik kabul edilerek
genellikle degerlendirilmezken, influenza hizh
teshis kiti ile yapilan muayenelerde pozitif sonug
alindig1 i¢in 6l embriyolu yumurtalar, gecikmeye
meydan verilmeksizin muayeneye alindi. Bu amagla,
0l embriyolu yumurtalar hizla sogutularak agildi.
Allantoik sivilar1 her grup kendi i¢inde bir araya
toplandi ve hemaglutinasyon aktivitesi yoniinden
kontrol edildi. Toplanan allantoik sivilarin
hemaglutinasyon aktivitesi pozitif ve ortalama tit-
releri 1/128 bulundu. Teshisin Newcastle hastaligi
ile karigmasin1 6nlemek i¢in yapilan HI testi sonu-
cu izolatin, Paramyxoviruslardan biri olmadig
belirlendi (4, 13, 15, 18, 24). Daha sonra, HI testi
ile, Avian influenza A yoniinden H tiplendirme
islemine gecildi. Avian influenza A viriisiiniin 16
adet H alt tip monovalan panel antiserumlar kulla-
nilarak yapilan H tiplendirmesi sonucu, izole edi-
len viriistin, HS alt tipi oldugu tespit edildi (14, 16,
17, 18, 23).

Yumurta ekimlerini takiben 24 saatlik siirede
viriis izolasyonu ve H tiplendirilmesi tamamlandi.

Bu olguda, nérominidaz (N) tiplendirmesi ve
patojenite indeksi testleri yapilmadi.

BULGULAR VE TARTISMA

Stipheli materyalin embriyolu yumurtaya ino-
kiilasyonundan 24 saat gibi kisa bir silire sonunda
virlis izolasyonu ve tiplendirme g¢aligmas1 tamam-
lanarak, etkenin Avian influenza A virlisii ve H5
tipi oldugu tespit edildi.

Enstitii Miidiirliigli sonug ile ilgili bilgilendi-
rildi. Hastaligin ihbart mecburi hastalik olmasi
nedeniyle, acil eylem planlariin bir an 6nce uygu-
lamaya konmasi i¢in Tarim ve Koyisleri Bakanligi,
Koruma ve Kontrol Genel Miidiirliigiine hastalik
ihbart yapildi (22, 29).

Avrupa Birligi (AB) mevzuatina gore, Avian
influenza A olarak izole edilen izolatin {iye ve aday
iilkelerce sonuglarinin, AB referans laboratuar-
larinin birisinde teyit ettirilme zorunlulugu vardir
(12, 13). Bu amagla, AB referans laboratuarlarin-
dan olan Ingiltere, Weybridge Enstitiisii, Avian
Viroloji Laboratuvarina (Veterinary Laboratories
Agency (VLA)-Weybridge) izole edilen virlis gon-
derildi. Teshis teyid edildi ve viriisiin amino asit
dizilisi (PQGERRRKKRGLF), yiiksek patojenik
Avian influenza A olarak bildirildi (10). Viriisiin
HA geninin molekiiler filojenik yapisinin,
A/Grebe/Novosibirsk/05 viriisii ile % 98.7 oranin-
da benzer oldugu ve Rusya, Mogolistan ve Cin’de
gorlilen viriislere ¢ok benzedigi bildirildi. Sus,
VLA Weybridge Enstitiisiince: Influenza A/ty/
Turkey/ 1194/05 (H5NI HPAI) olarak kaydedildi.
VLA Weybridge Enstitiisiiniin ek raporu ile de NA
geninin molekiiler filojenik yapisinin, A/Great
Black Headed Gull/Qinghai/1/05 viriisii ile % 99.6
ayni oldugu, Orta Asya ve Tiirkiye’deki viriislerin
direkt baglantili oldugu ve viriisiin Intravendz
Patojenite Indeksinin (IVPI) 3.0 oldugu bildirildi
(11). Olgunun, laboratuvara ihbar ile baslayan ve
tiim asamalarimi igeren seyir siireci Tablo 1°de
verilmisgtir.

Avian influenza, italya’da 1878 yilinda yapi-
lan ilk bildiriminden sonra Diinya’da hayvan ve
insanlarda salginlar yapmaya devam etmektedir.
Salginlar, donem dénem azalma ve artma egilimi
gostermektedir (5, 12, 19, 20, 25). Bu olgu raporu-
na kadar, Tiirkiye’de resmi olarak Avian influenza
A hastalig1 rapor edilmemistir (3, 6, 7). Bu olgu ile
Avian influenza A hastaligmin Tiirkiye’de ilk
resmi bildirimi yapilmigtir (18, 25, 28, 29).
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Tablol. Avian influenza A (H5N1) Kiziksa-Manyas/Tiirkiye Ekim 2005 olgusu seyir tablosu.

Tarih
Ekim 2005 Yapilan islemler
Giin | Saat
01 - Siiride baz1 hayvanlarda istahsizlik, durgunluk ve geride kalma belirtileri baglamis.
02 - Birkag adet hindi 6lmiis.
03 - 40-50 adet hindi 6lmiis. Toksikasyondan siiphelenilerek sahibince tedavi amagli amprik uygulama yapilmis.
04 - Amprik uygulamanin ardindan dliimler siddetlenmis, 1000 adet hindi 6Imiis.
Hastalik tablosu, bolgede ¢alisan Veteriner Hekimlere bildirilmis.
) Bir Veteriner Hekim konuyu Bandirma {lge Tarim Miidiirliigiine bildirmis.
14:30 flge Tarim Miidiirliigii tarafindan, Bornova Veteriner Kontrol ve Aragtirma Enstitiisii Miidiirliigii, Kanatli Hastaliklari
: Teshis Laboratuvarindan bolgeye Uzman Veteriner Hekim talep edildi.
14:45 | Kanath Hastaliklar1 Teshis Laboratuvari, Enstitii Midiirliigiini bilgilendirdi.
. Kanatli Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarinca, Balikesir 1 Tarim Midiirliigii, Hayvan Sagligi Sube Miidiirliigii ile
15:00 o g
temasa gegilip olay hakkinda bilgi alind1.
. Bandirma Tlge Tarm Miidiirliigii, vaka materyallerini Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii
16:30 e e . C
05 Miidiirligiine gondermek icin 6zel kurye ¢ikardi.
21:00 Gonderilen materyal, 3 adet hindi basi (alt ¢eneleri yok kesilmis durumda) ve 10 adet hindi kanindan olusan vaka
: materyalleri laboratuvara geldi.
Kanath Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarmda ilk muayene yapildi. Influenza hizl teshis kiti ile pozitif sonug alindi.
Laboratuvarca, Balikesir Il Tarim Miidiirliigii, Hayvan Sagligi Sube Miidiirliigii aranarak sistematik muayene yapabilmek
21.30 | i¢in acilen yeniden materyal istendi (3 canli, 3 6lii hindi). Hastalik tablosunun Avian influenza hastaligi yoniinden siipheli
durum gosterdigi bildirildi. Laboratuvara gonderilecek hayvanlarm alinmasindan sonra, giftlikteki tim hayvanlarin hi¢bir
yere tagsinmadan acilen gomiilerek imha edilmesi ve alanin genis bir sekilde dezenfekte edilmesi 6nerildi.
. Hayvan Saglhigi Subesince isletmeye gidilerek alinan 3 adet canli ve 3 adet 6lii hindi materyali resmi arag ile dogrudan
22:30 " ) .
laboratuvara gonderilmek iizere yola ¢ikarildi.
03:30 | Hindi materyalleri Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’ne ulast1.
08:30 | Hindilerin muayene ve otopsi islemlerine baslandi.
. Muayene islemleri tamamlandi. Hizli teshis kiti ile yapilan muayenede Avian influenza yoniinden pozitif sonug alindi.
11:00 A S o . ; . . Ll
06 Virolojik muayene amaci ile i¢ organ 6rneklerinden inokuliim hazirlandi. Bakteriyolojik ekimler yapildi.
Kiziksa’da Balikesir {1 Tarim Miidiirliigii, Hayvan Sagligi Sube Miidiirliigii’nce 6lii ve canli hayvanlarin imha islemi
12:00 | tamamlandi.
Hayvanlarin bulundugu arazi ve gevresine yogun dezenfeksiyon uygulandi.
16:30 | Virolojik muayene amaci ile embriyolu tavuk yumurtalarma ekim yapildi.
Bakteriyel lireme goriilmedi.
08:30 . . N I .
Ekim yapilan embriyolu yumurtalar canlilik kontroliinde normal goriiniisteydi.
12:00 | Embriyolu yumurtalarin kontroliinde, bazi embriyolarda canlilik kontrolleri normal degildi. Sagliksiz tablo basladi.
15:30 | Embriyolu yumurtalarin bazilarinda &liim sekillendi (%30). Olen embriyolar hizla sogutulmaya alindi.
16:30 | Sogutulan embriyolar agild1 ve koriyoallantoik sivilari toplandi.
07 17:00 Swvilarin HA aktivitesi pozitif;, titresi 1/128 bulundu.
’ HI testi ile Paramyxovirus olmadigi belirlendi.
17:30 | Avian influenza A yoniinden tiplendirme ¢aligmasina gegildi.
19:00 Tiplendirme calismasi sonuglandi. Viriisiin, Avian influenza A HS5 alt tipi oldugu tespit edildi. Enstitii Midiirliigi
) bilgilendirildi.
19:30 T.C. Tarim ve Kdoyisleri Bakanlig1 Koruma ve Kontrol Genel Midiirliigiine (07/10/2005 tarih ve 250.V.35.00.26-
: KHL-299-5686 sayili rapor ) telefon ve e-mail ile hastalik ihbar1 yapildi
08 ]09:00 | Manyas ilgesine gidilerek Lokal Kriz Merkezi ¢alismalarina katilindi.
10 - izolat, Topluluk Referans Laboratuvarma (Ingiltere, Weybridge, Avian Viroloji Laboratuvar) génderildi.
VLA Weybridge Enstitiisiinden teyit sonucu, 13® October 2005 tarih ve AV1194/05 referans numarali raporla alindi.
13 [10:30 | Teyid sonucu; virusun, Avian influenza A HSN1 HPAI oldugu bildirildi.
Sus: Avian influenza A/ty/Turkey/1194/05 (H5N1 HPAI) olarak kaydedildi.
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Olgunun hizli ve erken teshis edilebilmis
olmasi, virilis izolasyon caligsmasi sonuglanmadan
yapilan hizli testler ile pozitif sonu¢ alinmasi ve
viriis izolasyonunun sonuglandirilmasi beklenme-
den, klinik tablo ve 6n muayeneler birlikte deger-
lendirilerek varilan sonu¢la mevcut durumun dnem
ve ciddiyeti de dikkate alinarak, odak olan bolge-
deki 6lii ve canli hayvanlarin siiratle imha edilmesi
ve ¢evrenin yogun dezenfeksiyona tabi tutulmasi
sonucu hastalik ilk olguda yok edilebilmistir. Bu
olgudan sonra ayni yil i¢inde g¢evrede ikinci bir
Avian influenza vakast goriilmemistir (22). Bu
yore Tiirkiye’nin en yogun entansif kanath yetisti-
riciligi yapilan 6nemli bir bolgesidir. Bu miicade-
lede; Ozel Sektor ve Devlet Kurumlari ¢ok iyi bir
ortak calisma Ornegi gostermislerdir. Olgunun ba-
sindan sonuna kadar birlikte ve koordineli ¢alisma
sayesinde, hastalik bolgede ikinci bir odak haline
gelmeden sondiiriilebilmistir.

Sonug olarak; bu olgu ile Tiirkiye’de Avian
influenza hastaliginin ilk resmi bildirimi; Tarim ve
Kdyisleri Bakanligi, Izmir-Bornova, Veteriner
Kontrol ve Aragtirma Enstitlisii Miidiirliigii, Kanath
Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarimin; 07/10/2005
tarth ve 250.V.35.00.26-KHL-299-5686 sayili
raporu ile yapilmistir. Ancak; viriis, konakgilari,
ekolojisi ve genetik yapist goz oniinde bulundurul-
dugunda bu olgunun son olmayacagi, salginlarla
her zaman karsilasilabilecegi aciktir. Basarili
olmadaki en Onemli kriter; panige kapilmadan,
salginlara karsi her zaman hazirlikli olmak ve
bunun gereklerini yerine getirmektir. Ttim iletisim
araglart kullanilarak halkin hastalik konusunda
bilin¢lendirilmesi hastalikla miicadelede son derece
yararli olacaktir. Bu olguda hastalik, kanath sekto-
riine bulagsmadan sondiiriilebilmistir. Tiirkiye, bu
konuda basarili bir sinav vermistir.

TESEKKUR

Bu olguda, materyalin sahadan alinip Bandir-
ma Ilge Tarim Miidiirliigiine ulastirilmasini sagla-
yan Veteriner Hekim Kagan CUBUKCU’ya, vakit
kaybetmeksizin, Avian Influenza Referans Labora-
tuvarina biiyiik bir duyarlilikla materyallerin ulasti-
rilmasini saglayan Bandirma Ilge Tarim Miidiirii
Osman Nuri KALE’ye, Balikesir Hayvan Sagligi
Sube Miidiirii Vet. Hekim Dr. Mesut FILIZCILER e,
Laboratuvar c¢alisma arkadaglarim; Uzm. Vet.
Hekim Hiiseyin ATIK, Biyolog Fatma Belgin
ASIKLAR, Laborant Suat GULTEKIN ve yar-
dimci personellerimiz Huriye CAKIR ile Muzaffer

BASARAN’a, olgu calismalarinda isbirligini ve
yardimlarini esirgemeyen bolgedeki kanath sektorii
kuruluslarina, izolatin teyit islemleri asamasinda
yardimlarindan dolay1 ingiltere VLA Weybridge
Enstitiisii’'nden Dr. Ruth MANWELL ve Dr. Ian
BROWN’a gosterdikleri yardim ve isbirliginden
dolay1 tesekkiir ederiz.
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OLGU RAPORU/CASE REPORT
BiR KOYUN SURUSUNDE TETANOZ OLGUSU

A TETANUS CASE IN A SHEEP FLOCK
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OZET

Tetanoz, tiim ¢iftlik hayvanlarinda genelde sporadik vakalar olarak goriilmesine ragmen koyun ve kegilerde genellikle
kastrasyon, kulak kiipelemesi, kuyruk kesimi, boynuzlarin koreltilmesi, kirkim gibi islemler sirasinda olusan yaralarin
kontaminasyonu ile ortaya ¢ikan bir enfeksiyondur. Bu yazida, Aydin iline bagli bir kdyden Bornova Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitiisii Miidiirliigi’ne tetanoz siiphesiyle getirilen 2 adet hasta koyunda tespit edilen tetanoz vakasi sunulmus ve

tetanoz igin literatiir gzden gegirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Koyun, kiipeleme, tetanoz.

SUMMARY

Although it is usually seen as sporadic cases in domestic animals, tetanus is an infection that occurs in goats and in sheep
with the contamination of wounds that happen as a result of castration, eartagging, tail docking, dehorning and shearing. In this
article, a tetanus case detected in two sheep brought to Bornova Veterinary Control and Research Institute from a village in
Aydin province is presented and some tetanus related articles are reviewed.

Key Words: Ear tagging, sheep, tetanus.

GIRIS

Tetanoz, tim evcil hayvanlarin Clostridium
tetani norotoksini nedeniyle ortaya ¢ikan, akut,
¢ogu zaman Oldiiriicti toksik bir hastaligidir (2, 4,
8). Tetanoz semptomlar biitiin hayvanlarda aynidir.
Bu hastalik, tiim ciftlik hayvanlarinda genelde
sporadik vakalar olarak goriilmesine ragmen, geng
sigir, domuz ve kuzularda bazen salginlar halinde
de ortaya ¢ikabilmektedir (10, 12). Baslica semp-
tomlar, kaslarin kronik veya tetanik spazmlaridir.
Bu spazmlar, bazen viicutta enfekte yaranin loka-
lize oldugu yerden baslar, zamanla tim viicudu
kaplar. Hastalik, C. tetani sporlarinin anaerobik bir
ortamda (0rnegin nekrotik bir yarada) lokalize
olmasi ve toksin iireten vegetatif forma doniismesi
sonucu ortaya ¢ikar (8). Direngli sporlar, cevrede,
ozellikle toprakta bulunurlar. Hayvan ve insanlarda
tetanozun olugabilmesi, sporlarin germinasyon sonu
vegetatif sekle doniismesi, iireyen mikroorganiz-
manin tetanospazmin denilen neurotoksin olugtur-

masi ve olusan bu toksinin sinir sistemini etkileme-
sine baglidir. Ancak mikroorganizmanin gelisip,
hastalik semptomlarinin olusabilmesi i¢in anaero-
bik bir ortam olmalidir. C. tetani’nin iireyip,
gelismesinden sonra olusturdugu toksin, infeksiyon
alanindan, motor sinirlerin intrandral doku bosluk-
larina ilerler ve oradan merkezi sinir sisteminin
interstisyel sivisina ulasir ve sinirlerin fonksiyon-
larin1 bozar. Toksinlerin amino asit dizisi ve pro-
tein yapisi lizerine yapilan ¢aligmalarda, C. tetani
ile C. botulinum nérotoksinlerinin ortak bir atadan
evrimlestigi ortaya konmustur (11).

C. tetani toksinine evcil hayvanlarin goster-
digi duyarlilik diizeyleri arasinda farkliliklar bulun-
maktadir. Kedi ve kdpekler toksine daha direngli
iken, atlar ¢ok duyarhdir. Kedi ve kopeklerde
tetanoz genellikle lokalize seyretse de generalize
tetanoz vakalar1 da goriilebilmektedir (2, 6, 7).
Tetanoz hastaliginda genel klinik belirtiler, kas
spazmlari, koordinasyon eksikligi, yiirimede den-

' Dr. Uzm. Vet. Hekim, Bakteriyoloji Boliimii, Bornova Veteriner Kontrol ve Aragtirma Enstitiisii, IZMIR.
% Veteriner Hekim Bakteriyoloji Boliimii, Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, IZMIR.
3 Dr. Bakteriyel Balik Hastaliklar Teghis Lab. Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, iZMIiR.
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gesizlik ve palpebrae tertia’nin prolabe olmasi
sonucu gozii devamli ortmesidir. Atlarda kulaklar
dik, kuyruk kat1 ve uzatilmis, burun delikleri genis-
lemis, durus dik ve katidir. Domuzlarda ise sirt
kamburlagir, viicut kaslarinda sertlesme ve kasil-
malar gorilir (4). Koyun ve kecilerde ilk semp-
tomlar bacaklarin sertlesmesi, dik durma ve yiirii-
mede zorluktur. Koyun, ke¢i ve domuzlar genel-
likle yere diiserler ve uyarimlara opistotonus ile
yanit verirler. Koyunlar, sigirlara gore tetanoza
daha duyarlidirlar (8). Koyun ve kegilerde tetanoz,
kastrasyon, kulak kiipelemesi, kuyruk kesimi,
boynuzlarin koreltilmesi, kirkim gibi islemler
sirasinda olusan yaralarin kontaminasyonu ile
ortaya cikar (1, 4). Inkiibasyon siiresi 3 giin ile 3 ay
arasinda degisiklik gosterir. Iran'da kuzularda
ortaya c¢ikan bir tetanoz salgini incelenmistir (5).
Bu salginda, 19 kuzu tetanoz belirtileri gostermis,
bunlardan on sekizi 6lmiistiir.

Tedavide yiiksek dozda antitoksin ve penisilin
uygulanir. Prognoz, ¢ogu zaman koétidir. Bu
nedenle korunma ¢ok daha oncelikli ve 6nemlidir.
Hayvanlarin hastaliktan korunmasinda oncelikle
dikkat edilmesi gereken, en basit yaralarin bile
temizlenip, tedavi edilmesidir. Hastalik gelisip,
tetanoz semptomlar1 goriildiikten sonra antitoksin
verilmesinin pek yarari olmaz.

Tetanoz vakalarinda tani, bakteriyoskopi, kiil-
tiir metotlar1, hayvan deneyi ve farelerde toksin
noétralizasyonu ile konulur. Hastalik striknin zehir-
lenmesi, kuduz ve eklempsia ile karigsabilmektedir.
Bu nedenle ayirici tanida, bagka nedenlerle olusa-
bilecek toksikasyonlarin ve hastaliklarin belirlen-
mesi onemlidir (4).

OLGU GELISiMi VE BULGULAR

Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisiit.  Midirligi’ne 22.05.2007 tarihinde
Aydin iline bagh bir kdyden tetanoz siiphesiyle 2
hasta koyun getirilmistir. Yetistiriciden alinan
anamnezde koyunlarda kiipeleme ¢aligmasindan 15
giin sonra Oliimlerin gerceklestigi, 215 koyunun
sirayete maruz kaldigi ve bunlardan 188 koyunun
hastalandigi, 20 koyunun 6ldiigii ve 7 koyunun
iyilestigi bildirilmistir. Hasta koyunlarin gosterdigi
semptomlar; kasilma, titreme, agizdan kopiik gel-
mesi, timpani, ¢ene kilitlenmesi olarak belirtilmis,
hastalara penisilin ve tetanoz antiserum tedavisi
uygulandig1 ifade edilmistir. Koyunlarin klinik
muayenesinde anamnez bilgileri teyit edilmis,
ozellikle boyun kaslar1 ve eklemlerdeki kasilmalar
gibi tetanoz icin tipik bulgular goézlemlenmistir.

Kulak kiipelerinin bulundugu bélge digsinda hay-
vanlarda bir yara goriilmemistir Koyunlarin her
ikisi de hayvan sahibinin istegi lizerine nekropsiye
alinmustir (1).

Bakteriyolojik Bulgular: ilk olarak yarali ku-
lak dokusundan gram, giemsa ve metilen mavisi
boyamalar1 ile yapilan bakteriyoskopide, C. tetani
icin tipik, davul tokmagi seklinde terminal veya
subterminal sporlu gram pozitif basiller goriilmiis-
tiir. Kiiltiir i¢in yine yarali kulak dokusundan kanlt
(CMO0055, Oxoid) ve MacConkey agar (CMO0007
Oxoid) ile kiymali buyyon besiyerlerine (Cooked
Meat Medium) ekim yapilmigtir. 37 C”de anaero-
bik ve areobik kosullarda 48 saat inkiibasyon son-
ras1, kanli ve MacConkey agarda aerobik ortamda
tireme gorlilmezken, kiymali buyyonda kararma
tespit edilmistir (4, 9). Yapilan gram boyamada
cok sayida C. tetani icin tipik, davul tokmag: sek-
linde terminal veya subterminal sporlu gram pozitif
basiller goriilmiigtiir. Kiymali buyyondan kanl
agara tekrar ekim yapilarak, 37°C’de anaerobik
kosullarda 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siiresi sonunda, petri yiizeyinde sekillenmis olan
yaygin iiremelerden yapilan boyamalarda tipik
davul tokmagi goriintiisiinde terminal ve subtermi-
nal sporlu tetanoz basilleri gozlenmistir. Kanh
agardaki yaygin iiremenin kenarlarindaki saf kolo-
niden tekrar kiymali buyyona ekim yapilmis ve 5
giin inkiibasyona birakildiktan sonra elde edilen
kiiltiirden yapilan boyamalarda da tipik ozellikler
gosteren sporlu gram pozitif basiller goriilmiistiir
(Sekil 1). Elde edilen kiiltiir, Mini API bakteri tanim-
lama sistemi (Biomerieux) yardimi ile degerlendi-

rilmistir.
“>
!I

LY
- S

Sekil 1. Kiymali buyyondan yapilan Giemsa boyama.1000X.

5

Toksin Identifikasyonu igin Hayvan Deneyi
Caligmalar1: Calismada kiymali buyyondan elde
edilen saf kiiltiir ile farelerde toksin demonstrasyon
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ve nétralizasyon deneyi yapilmistir (6). Bu amagla
iic grup fare ile calisilmustir. ilk gruptaki ii¢ fareye
500 {inite intraperitoneal tetanoz antitoksini (3)
enjekte edilmis ve iki saat sonra antiserum uygu-
lanan grup ile ve antiserum uygulanmamig gruba,
kiymali buyyondaki kiiltirden 0.2 ml kuyruk
yanina kas i¢i olarak enjekte edilmistir. Kontrol
grubundaki farelere de aym bolgeye steril serum
fizyolojik enjekte edilmistir. Enjeksiyondan 24 saat
sonra 3 grup fare gdzlemlenmis ve sonuglarla ilgili
degerlendirme yapilmistir. Kontrol grubundaki ve
antiserum verilmis farelerin yasadig tespit edilmis,
kiymali buyyon kiiltiirii enjekte edilen farelerde
tetanoz belirtileri saptanmigtir. Bu farelerdeki
belirtiler; ilk olarak kuyruk sertlesmesi olarak go-
rillmiis, sonra bu sertligin enjeksiyon yerine yakin
olan bacaga yayilarak felg olugsmasi, hayvanin dig
uyarilara karst tonik konviilziyonlar1 ve oOliim
olarak gozlemlenmistir (Sekil 2). Bu gruptaki fare-
lerin enjeksiyon bolgelerindeki kaslardan yapilan
bakteriyoskopide, C. tetani igin tipik basiller goriil-
miistiir.

Sekil 2. Hayvan deneyinde kiiltlir enjekte edilen farenin 24
saat sonraki goriiniimii.

TARTISMA

Eldeki klinik bulgular, lezyonlu dokulardan
C. tetani’nin izolasyonu ve toksin demonstrasyon
ile nétralizasyonu sonuglarma dayanarak olgunun
tetanoz oldugu sonucuna varilmistir.

Yetistirici anemnezinde, olgularin kulak kiipe-
lemesinden 15 giin sonra gelistigini bildirmesi
koyun ve kegiler ile ilgili literatiirdeki (1, 2, 5, 10)
tetanoz olgulan ile benzerlik gostermektedir. Kii-
peleme sonucu olusan yaranin iizerini kaplayan
kan pihtisinin, C. tetani’nin gelisimi i¢in gerekli
anaerobik kosullar1 saglayabilecegi diisiiniilmek-
tedir.

Koyunlarin kiipeleme isleminde; kiipelerin,
numara yukari gelecek sekilde kulagin iist kenarina

dogru ve asagidan kulagin 1/3’liik kismi bos bira-
kilarak uygulanmasi ve kontaminasyon olmadan
yerlestirilebilecek hafif yapida olmalar1 gerektigi
bildirilmistir (5).

Tetanoz ¢iftlik hayvanlarinda genellikle spo-
radik vakalar olarak goriilmektedir. Brezilya’da
2007 yilinda C. tetani ile kontamine antihelmentik
uygulamasimi takiben 297 sigir ve 50 koyunun
6ldiigi ve siiriiniin anamnezinde, enfeksiyon dncesi
siirliye tetanoza karsi bir agilama yapilmadig
bildirilmistir (8).

Bazi1 kaynaklarda (1, 5), asilamanin hastaligin
onlenmesinde kullanilabilecegi belirtilmistir. Ku-
zulamadan Once bir doz, kuzulamadan sonra iki
doz agilama yapilmasinin yararli olabilecegi bildi-
rilmigtir (1).

Bu ¢aligma sonucu, koyunlarda belirtilen bul-
gularla karakterize olaylarda tetanozun gdz Oniinde
bulundurulmasi gerektigini bir kez daha goster-
mistir. Genelde sporadik vakalar halinde seyreden
enfeksiyonun bazen siiriide yaygin 6limlere neden
olabilecegi bilindiginden ana ve yavrularin agilan-
masi, uygun kulak kiipeleri segilerek, bunlarin
dogru uygulanmasi ve kiipeleme sonrasi hijyen
kurallarina dikkat edilmesi hastaligin onlenme-
sinde biiyiikk 6nem tagimaktadir.
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OZET

Son yillarda laboratuvar hayvanlarinin bilimsel arastirmalarda kullanilmasi yayginlasmustir. Deney hayvanlarindan kan
alimi en yaygin prosediirlerden biridir. Stres ve agri olusturulmadan veya en aza indirilerek kan alinmasi deneysel ¢aligmalarin
kalitesini etkileyen onemli bir faktordiir. Bu derleme, laboratuvar hayvanlarinda calisacak arastiricilar icin faydali olacag:
diistincesiyle kan ve 6rnek alma teknikleri hakkinda son literatiirlerin 15181nda yeni bilgiler sunulmugtur.

Anahtar Kelimeler: Laboratuvar hayvanlari, kan alma.

SUMMARY

In recent years, the use of laboratory animals in the scientific investigations has become widespread. Removal of blood
from laboratory animals is one of the most common procedures. Taking blood without pain and stress or with the minimized pain
and stress is an important factor affecting the quality of the experimental studies. This review presents the recent data on removal
thechniques of blood in the light of literature for the researchers working on laboratory animals.

Key Words: Blood removal, laboratory animals.

GIRIS

Laboratuvar hayvanlarindan kan alimi en yay-
gin prosediirlerden biridir. Hayvan refahi agisindan
ve stres altinda kan alma teknigi hematolojik ve
biyokimyasal parametreleri biiyiik oranda etkileye-
bildiginden uygun bir teknigin belirlenmesine ihti-
yag¢ vardir (2, 4, 6, 7, 9). Ozellikle hayvan tespit
edilirken olusturulan asir1 stres, hematokrit ve
akyuvar sayisinda artisa neden olur. Stres duru-
munda glikoz normalin 2 kat1 kadar yiikselebilir ve
bazi hormonlar da degisebilir (4, 7, 9).

Laboratuvar hayvanlarindan ¢esitli amaclar
icin degisik miktarlarda ve farkli bolgelerden kan
alinmaktadir (4, 7, 9). Kan alma yonteminin se¢imi;
kan alma amacina (arteriyel kan, venoz kan veya
ikisinin karigimi gerektiginde), kan alma siiresine,
sikligina ve deneyin devam edip etmeyecegine
bagl olarak degisir (7). Kan alma yonteminin dene-
yin planlanma asamasinda diisiiniilmesi gerekir.
Bazi bolgelerden kan aliminda agri meydana
geldiginden dolay1 anestezi yapilmalidir (2, 7, 8,
15, 17). Kan alimindan sonra bolgeye direkt olarak
veya gazli bir bez ile bastirilarak hemostaz (kana-
manin  durdurulmasi) saglanmalidir. Arteriyal

punksiyonlardan sonra birka¢ dakika basing uygu-
lanmas1 gerekebilir. Kan alma metodu ne olursa
olsun tam hemostaz elde edilene kadar (kan alma
yerinden hi¢ kan gelmeyinceye kadar) hayvanlar
kafese birakilmamalidir (2, 4).

Kan almak i¢in damar kesilmesi Onerilmez.
Sayet bdyle bir islem uygulanacaksa anestezi altinda
yapilmalidir (2). Parmak veya kuyrugun kesilerek
kan almmasi da yasaklanmistir. Bu sekilde kan
almada venden ziyade bir arterin kesilmesi sonucu
siddetli kanamalara neden olmasi daima miimkiin-
diir. Ayrica ydntemin yeri; enfeksiyon, hemoraji ve
diger komplikasyonlar igin ¢ok hassastir (2, 9).

Deney hayvanlarindan giivenli kan alimi igin
her tiirlin viicut agirhigma goére farkli voliimlerde
kan ihtiva ettigi unutulmamalidir (2). Eger kan alin-
diktan sonra hayvanin yasamasi isteniyorsa dola-
simda bulunan kan miktarinin % 10’undan fazlasi-
nin alinmamasi gerekir (2, 7, 9). Pratikte; viicuttaki
toplam kanin % 30-40’1 alinabiliyorsa da bunun
ciddi hipovolemi ve kardiyovaskiiler yetmezlige yol
acacagi da unutulmamalidir (4). Ratlarda % 40’dan
daha fazla kan kaybi % 50 oraninda mortaliteye
neden olabilir (9). Bir kerede biiyiik voliimlerde kan
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alinmas1 gerekiyorsa (saglikli erigkin bir hayvanin
viicut agirligiin maksimum % 2’si almabilir) alian
miktar1 telafi etmek i¢in i.v olarak izotonik sivilar
yavasca verilmelidir (2, 9).

Tiim kanin % 10 veya daha az kaybinda, her-
hangi bir belirti goriilmez, diger yandan % 15-
20’sinin kaybinda ise arteriyel basing ve kardiyak
atimda azalma goriiliir. Daha fazla kan kaybinda
ise kardiyak atim, kan basinct ve doku perfiizyo-
nundaki azalma yasami tehdit edebilir. Hayvan
hemorajik soka girebilir (2, 9, 13).

Deney hayvanlarmdan haftalik araliklarla ¢ok
sayida kan alinacaksa viicut agirliginin maksimum
% 1’i (kan voliimiiniin % 5-10’u) almabilir. Orne-
gin; 15 g gelen bir fareden 0.15 ml, 5 kg gelen bir
kediden 50 ml, 40 kg gelen bir kdpekten ise 400 ml
kan alinabilir. Alinan bu voliim, saglikli erigkin
hayvanlarda 24 saat iginde telafi edilmekle beraber
biitiin 6gelerinin normale dénmesi i¢in iki haftaya
ihtiyag vardir (2, 13). Almabilecek maksimum
miktardan daha az kan 6rnekleri alinirsa hayvan 1
ml/kg/giin oraninda kan &gelerini yenileyecektir (2).

Tekrarlayan kan alimlari birkag ay devam
edecekse alyuvar sayisi, hematokrit deger ve kan
stirtme frotisi yapilarak aneminin kontrol edilmesi
gereklidir. Laboratuvar hayvanlarinin normal hema-
tolojik parametreleri Tablo 1’de verilmistir (9).

Yine tekrarlayan kan alimlari gerektigi zaman
her seferinde damari1 delmek yerine heparin/serum
fizyolojik igeren kalict kateter yerlestirilebilir. Kalici
kateter anestezi uygulamadan yiizlek (yiizeysel)
venlere yerlestirilebilecegi gibi anestezi altinda
derin venlere de sabitlestirilebilir. Bu durum hay-
vanlara sikinti vermeden kolayca kan almaya yar-
dimc1 olur. Tiim tiirlerde kalic1 kateter yerlestiril-
digi zaman bazen ciddi kanamalara neden olabile-
ceginden 30-60 dakika araliklarla kontrol edilme-
lidir. Bu durum kanamaya duyarli olan deney
hayvanlari i¢in olduk¢a 6nemlidir (4).

Oliimciil (terminal) kan alimmda hayvanin
viicut agirliginin % 5°1 kadar1 alinabilir. Kan alim,
tam bir genel anestezi altinda yapilmali ve kan
alimi sonrasinda alternatif bir O6tenazi metodu
uygulanarak 6liim saglanmalidir (2).

KAN ALMA METOTLARI

Farkli hayvan tiirlerinde ven6z punksiyon igin
cesitli teknikler bildirilmektedir (Tablo 2) (7, 9).
Ven igerisine veya vaskiiler sistemin diger kisim-
lart igerisine kaniille uygun bir sekilde girilmesi
normal olarak yontemin en zor kismidir. Bazi
kurallar verilebilir, ama pratik bir beceri saglanma-
lidir (2).

Tablo 1. Laboratuvar hayvanlarinin normal hematolojik degerleri (9)

Tiirler PCV Erit{(z)sit Hb Reticulocyte Lékg)sit Pihtilagma
(%) 10°/1) (g/dl) (% RBC) (10°1) Zamant (sn)
Fare 35-45 7.7-12.5 10-20 3.3-133 8.0 120-600
Rat 35-45 7.2-9.6 12-18 1.7-21.1 14.0 20
Kobay 35-42 4.5-7.0 11-17 1.8-6.1 10.0 -
Hamster 39-59 4.0-10.0 2-30 - 7.6 55
Ferret 35-51 11.3 12-17.4 - 2.5-154 -
Gerbil 48 7.0-10.0 12-17 - 4.3-21 -
Tavsan 30-50 4.5-7.0 8-15 2.9-8.0 9.0 60-360
Maymun 36-43 5.6-13.4 11-13 0.5-3.0 5.6-15.4 -

Tablo 2. Deney hayvanlarinda kan alinan yer, dolagimdaki kan hacmi ve alinabilecek maksimum kan miktar (7, 9)

Fare Hamster Rat Kobay Tavsan
Jugular ven + + + + +
Femoral ven + + +
Kulak veni - - - + +
Kuyruk veni + - + - -
Goz punksiyonu + + + + -
Kalp punksiyonu + + + + +
Kuyruk ucundan + - + - -
Dolagimdaki kan hacmi (ml/kg) 78 - 80 78 50-70 67-92 44 -70
Alnabilecek maksimum miktar* (ml) 0.3 0.3 2.0 5.0 15

* Viicut agirligina baglh olarak degisir.
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Bolgenin Hazirlanmasi

Enjeksiyon veya ensizyon bolgesindeki killar
tiraglanir veya kirpilir. Ayrica alkolle temizlenme-
lidir. Baz1 yontemlerde sedasyon ve anestezi ge-
rekli olacaktir. Digerleri uygun bir tutma ydntemi
uygulanarak anestezisiz uygulanabilir (2, 9).

Venlerin daha iyi goriinmesi ve dilate olmasi
icin hayvanlarin kulak veya kuyruklarini 5-10
saniye 45 °C’lik suya daldirmak, alkol ve ksilol ile
friksiyon yapmak veya 5-15 dakika diisiik wath
ampiille uyarmak vendz punksiyon oncesi Onerile-
bilir (2, 7, 13).

Kuyruktan Kan Alma

Aralikli kan almak i¢in en uygun yontem olan
bu metot, daha ¢ok fare ve ratlarda kullanilir.
Kuyrukta 2 lateral ve 1 dorsal olmak {izere ii¢ tane
ven, 1 tane de ventral arter vardir. Punksiyon yeri;
kuyrugun viicuda yakin kisimlarindaki derinin pullu
olmasindan dolay1 u¢ kisimlar olmalidir (8, 9).
Hayvan anesteziye alinabilecegi gibi anesteziye
alinmadan da iyi bir tespit islemi yapildiktan sonra
(bir diizenekle veya bir yardimci tarafindan) bu
yontemle ortalama 0.2—0.4 ml kan alinabilir (2, 9,
15). Bolgenin hazirligi yapildiktan sonra kuyruk
venlerinden birine kiigiik bir ensizyon yapilabile-
cegi gibi 23-25 guage’lik kaniil ile de hassas bir
sekilde kan alinabilir (2).

Kulaktan Kan Alma

Iri kobaylar ve tavsanlar i¢in uygun olan bu
yontemle kobaylardan az miktarda (0.1 ml) (2, 4,
8, 10), tavsanlardan ise iyi gozlemek kosuluyla en
fazla 10 ml/kg kan alinabilir (10). Bolgenin hazir-
l1g1 yapildiktan sonra kulagin dis kisminda perifer-
de bulunan marjinal vene, 21-33 guage’lik kaniil
ile girilir (Sekil 1). Daha sonra kan yavag bir sekil-
de enjektdr igine cekilir. Suuru yerinde olan
hayvanlarda bu islem sorun olusturabileceginden
cogunlukla anestezi gerektirir (10).

Tavsanda fazla miktarda kan Ornegi gerekti-
ginde genellikle kulagin ortasinda seyreden arter-
den de kan alinabilir. Fakat damarda hasar sekille-
nirse kulagin dolasimi ciddi sekilde etkilenir. Bu
islem i¢in 20 guage’lik kaniil yada 22 guage’lik
braniil kullanilabilir. Arteriyal yoldan kan toplanir-
ken igne ucundan direk tiip i¢ine kanin akmasi
yontemi tercih edilir (10).

Kalpten Kan Alma

Fare, rat, kobay ve tavsanlarda kullanilan bu
teknik genellikle c¢alismanin sonlandirilmasi esna-

Sekil 1. Bir tavsanin kulaginin dis kisminda, periferde bulu-
nan marjinal venden kan alinmasi (Sentral kisimda
arter goriilmekte) (10)

Sekil 2. Bir ratta kalpten kan alma (2)

sinda ve fazla miktarda kan alinmasi gerektigi
durumlarda tercih edilir (Sekil 2) (2, 4, 6, 10, 13).

Atriumdan kan alinmasi, perikarda kan siz-
mast ve buna bagli kalp durmasi ve 6liim riskinden
dolay1r sakincalidir. Kobaylarda 21-23 guage,
tavsanlarda ise 19-21 guage’lik kaniillerin kullanil-
mast uygundur. Tavsanlarda kulak venasindan
istenildigi kadar kan alinabilecegi i¢in kalpten kan
alma tamamen kansiz birakmak ig¢in kullanilma-
Iidir. Sigan ve farelerde trombosit sayisi yiiksek
oldugu i¢in ince ¢apli kaniillerle kan alinirken
pihtilagma olabilir. Bu nedenle 21 veya 23 guage’lik
kaniil tercih edilmeli ve hizli davranilmalidir. Birkag
kez deneme kalpte yirtilmalara sebep olacagindan
kanin goglis boslugunda birikip pihtilagmasima,
hemoraji ve 6liime sebep olabilir (2, 4).
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Periorbital Kan Alma (Orbital sinus
punksiyonu)

Anestezi altindaki fare ve ratlarda orbital ven
pleksuslari kapillar tiiplerle zedelenerek kanin tiipe
dolmasi saglanir. Bu teknik kullanilarak haftada bir
veya iki haftada bir fareden 0.25 ml, ratlardan ise
0.5 ml kan tekrar tekrar alinabilir. Orbitanin venoz
yapisinin lokalizasyon yerini bilmek basarili bir
periorbital kan alma teknigi i¢in yardimeci olabilir.
Kapillar tiip kiire etrafindan ¢evrilerek orbital sinus
icine direkt olarak sokularak kanatilir (Sekil 3).
Tiip ¢ekildikten hemen sonra kanama durur. Eger
durmazsa basing uygulanmalidir. Bu sekilde alinan
kan Orneginin Harderian bezinden salgilanan
forfirin ve diger viicut sivilari ile kontaminasyonu
olabilir. Bu sebeplerden dolayi steril kan alimma-
sinda bu yontem tercih edilmez. Islem kaba yapi-
lirsa retroorbital hematom olusabilir. Olusan hema-
tomun basinct nedeniyle agri hissedilir. Ayrica
optik sinir hasarlanabilir. Intraorbital yapilarin
hasar1 sonucu hemoraji, yangi ve korliik olusabilir.
Bu nedenlerden dolay1 pek ¢ok iilkede orbital da-
marlarin punksiyonu uygun bir kan alma ydntemi
olarak goriilmemektedir (2, 6, 7, 14, 15, 16).

Sekil 3. Bir farede periorbital kan alma (6)

Safenoz Venden Kan Alma

Sefandz ven genellikle fare, rat, gerbil, kobay,
ferret ve mink gibi biiylik hayvanlarda uyluk
bolgesine basing yapilarak vendz durgunluk sag-
landiktan sonra az miktarda kan almak i¢in uygun-
dur (2, 3, 6, 11, 12, 13, 15). Kardiak ve retroorbi-
tal punksiyona alternatif olarak gelistirilen pratik
insani bir metottur. Hayvani zapt etmek icin 50
ml’lik tiip kullanilir. Tiipe hava giris ¢ikisini sag-
lamak igin tiipiin koni kismi delinir. Arka bacak
gerilir. Kuyruk ve kalca arasindaki deri kivrimi
tutularak sabitlestirilir. Bacagin killari temizlenir.

Sekil 4. Bir ratta safendz venden kan alma (6)

23 guage’lik igne ile ven delinir. Cikan kan tiipe
serbestge akitilir (Sekil 4) (3, 5, 6, 15).

Kan alinmasi sonrasi basing yapilarak hemos-
taz saglanir. Pihtilasmay1 ve koagulasyonu azalt-
mak i¢in silikon yagiyla deri yaglanir. Birden fazla
ornek ayni yerden alinacagi zaman yara kabugu
kaldirilir. Bir giinde birkag kez yapilabilir (3, 5).

Jugular Venden Kan Alma

Tercihen anestezi altinda bir deri kesiti sonrasi
klavikulanin hemen istiinde jugular ven goriilerek
dogrudan kan alinabilecegi gibi, gen¢ hayvanlarda
kaniil ile de girilebilir. Kan alindiktan sonra deri
kesiti birka¢ dikisle kapatilmalidir. Tekrarlayan
kan alimlarinda kalic1 kateter konulabilir (8, 9, 13).

Vena Cava’dan Kan Alma

Bir mililitreden daha fazla kan alinacagi du-
rumlarda (3-8 ml) bu teknik tercih edilir. Hayvan
anestezi altinda dorsal yatis pozisyonda tutulur.
Batin agildiktan sonra sekum ve bagirsaklar kenara
itilerek vena cava goriiliir. Uzerindeki yagh doku
styrildiktan sonra tercihen intraket yardimiyla kan
alinir (13).

Fascial Ven Teknigi

Farelerde anestezi uygulamadan 4-7 damla kan
almak ic¢in kullanilan bir metottur. Farenin
¢enesinde bulunan lekenin birkag mm iist kismindan
fascial ven’e 4-5 mm’lik lancet veya 18 guage’lik
igne kullanilarak punksiyon yapilarak kan direkt tiip
icerisine akitilir. Kan alimindan sonra bolgeye baski
yapilarak kanamanin durmasi saglanir (1).

Sublingual Venin Punksiyonu

Genel anestezi altinda sublingual venin punk-
siyonu son yillarda bildirilmistir. Ancak bu meto-
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dun hayvanlarim yem alimmin azalmasina neden
olabilecegi belirtilmektedir. Rat anesteziye alindik-
tan sonra supine pozisyonunda tutulur. Hayvanin
dilini disar1 ¢eken bir kisi tarafindan sublingual
venin punkisyonu yapilir ve hemen sonra kan
ornegi tlipe aktarilir (17).

Dorsal Pedal Venden Kan Alma

Farelerde uygulanabilecek bu yontem igin
hayvan bir tiip igerisine alinarak (kapali kisminda
delik olan tiip) bir bacak disarida birakilir. Ayak
bilegi bagparmak (ayagin iizerine gelecek) ile isaret
parmagi arasina alinarak bastirilir. Ayagin iizerinde
orta kisimda seyreden dorsal pedal ven bulunur, 23
— 27 guage’lik igne ile ven delinir (Sekil 5). Cikan
kan kapillar tiipe akitilir. Basing uygulanarak veya
stiptik kalemle (giimiis nitrat) koterizasyon yapilir

(6).

E NP T

Sekil 5. Bir farede dorsal pedal venden kan alma (6)
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OZET

Cesitli bilimsel ¢aligmalarda kullanilan laboratuvar hayvanlarinin son yillarda pet hayvani olarak evlerde beslenmeleri
o6nemlerini artirmugstir. Cestodiosis ve trichinellosis gibi zoonozlarin laboratuvar hayvanlarinda goriilmesi toplum sagligi
bakimindan sorun olusturabilmektedir. Bu derlemede 6zellikle tavsan ve kemirgenlerde goriilen 6nemli helmint enfeksiyonlari ve

bunlarin kontrolii konusunda genel bilgi verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Helmint, laboratuvar hayvanlari, miicadele, zoonoz.

SUMMARY

Laboratory animals used in many scientific studies have gain in importance as a pet in recent years. Zoonose helminth
diseases like cestodiosis and trichinellosis that occur in laboratory animals may make many trouble in public health. In this
review, important helminthosis of rabbits and rodents and their control are mentioned.

Key Words: Control, helminth, laboratory animals, zoonotic.

GIRIS

Gilinlimiizde hastaliklarin teshisi, tedavisi ve
miicadelesi, kanser arastirmalari, organ transplan-
tasyonlari, seker hastalig1 gibi farkli bilimsel ¢alis-
malarda ¢esitli deney hayvanlarn kullanilmaktadir.
Laboratuvar hayvanlar ile yapilacak ve sahaya
aktarilmasi diisliniilen ¢alismalarda basarili sonug-
lar almak i¢in her seyden Once kaliteli, standardize
edilmis, iyi bakim ve yonetim sartlarinin olusturul-
mas1 gerekmektedir (20). Bu sartlar altinda yetis-
tirilmis, parazitlerden arindirilmis saglikli laboratu-
var hayvanlarinda siliphesiz daha kaliteli ve daha
kesin bilimsel veriler elde edilmektedir. Siklikla
kullanilan deney hayvanlar1 olan fare, rat (sigan,
keme), tavsan, hamster ve gerbiller beseri ve vete-
riner hekimligini ilgilendirecek pek c¢ok paraziter
hastalik tagimaktadir. Bu hastaliklardan 6nemlileri
sunlardir.

TREMATOD HASTALIKLARI

Fasciolosis: Fasciola tiirlerinin dogal konak-
lar1 gevis getirenler, domuz ve insanlardir. Diin-
yada ve Tiirkiye’de en ¢ok goriilen Fasciola tiirleri

Fasciola hepatica (yaprak kelebegi) ve Fasciola
gigantica (yilan kelebegi)'dir. F. hepatica nin
Avrupa’da en 6nemli arakonag1 Lymnea truncatula,
F. gigantica’ nin ise en 6nemli arakonag1 Lymnea
auricularia’ dir. Sonkonak olarak fare, rat, tavsan
ve kobaylarda F. hepatica enfeksiyonu goriilebil-
mektedir (5, 10, 30). Ozellikle acik alanlarda yetis-
tirilen ve taze ot ile beslenen tavsanlar igin
enfeksiyon onemlidir. F. hepatica ve F. gigantica
sonkonagin karaciger safra kanallarina yerlesmek-
tedir. Enfekte hayvanlarda kolangitis sekillenir.
Buna bagli olarak istahsizlik, zayiflama ve édem
olusur (10, 30, 31).

Dicrocoeliosis: Sonkonagi ozellikle gevis
getirenler olan Dicrocoelium dentriticum nadiren
kobay, tavsan ve farelerde goriilmektedir. Etken
gelismesinde iki arakonak kullanmaktadir. Birinci
arakonak Hellicella, Zebrina, Cionella gibi kara
salyangozlari, ikinci arakonaklar1 ise Formica
cinsine bagh karincalardir (15, 27, 31). Giiralp
(15), yabani tavsanlarin bu parazitin yayilmasi igin
onemli bir faktoér oldugunu vurgulamistir. Doganay
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ve Gilirler (13) Ankara’da evcil ve yabani tavsanlar
iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada yaban tavsanlari-
nin karacigerlerinde bu parazite % 25 oraninda
rastladiklarini bildirmislerdir. Etkenin patojenitesi
azdir. Genelde klinik belirtiler goriilmemektedir.
(30).

CESTOD HASTALIKLARI

Cysticercosis: Taeniidae ailesinde bulunan,
olgunlar1 kopek ve tilkilerin bagirsaginda yasayan
Taenia pisiformis’in larvas1 Cysticercus pisiformis
tavsanlarda salkim veya demet halinde omentum,
mesenteriyum, karaciger serozasi altinda ve seyrek
olarak organlarda tutunmus halde bulunmaktadir.
Kistlerin ¢apt 18 mm’ye kadar c¢ikabilmektedir
Etken kozmopolit bir yayilis gdstermektedir. Kistin
biiylikliigli bezelye tanesi kadardir. Arakonaklar
genellikle evcil ve yabani tavsanlardir. Tavsanlar
icin enfeksiyon kaynagi yabani et yiyenler ve
kopeklerdir. Agik alanlarda yetistirilen tavsanlarda
hijyen kurallarina uyulmamasma bagh olarak
hastalik ortaya ¢ikabilmektedir (7, 10, 18, 27).

Coenurosis: Kozmopolit bir yayilis gosteren
ve Taeniidae ailesine ait Taenia serialis kopek ve
tilkilerin ince bagirsaklarinda, larval formu olan
Coenurus serialis ise tavsanlarin ve diger kemirici-
lerin ¢ogunlukla intermusculer ve subcutan bag do-
kularinda, g6z ¢ukurunda bulunmaktadir. Kistlerin
cap1 yaklasik 4-5 cm olabilmektedir. Coenuriosis,
ayni sekilde ac¢ik alanda yetistirilen tavsanlarda
onemlidir. Evcil tavsanlarda nadiren goriildigi
belirtilmektedir. Siddetli enfeksiyonlarda oliimler
goriiliir. Larva g6z c¢ukuruna yerlesirse enfekte
tavsanlarda korliige neden olabilmektedir (7, 10, 27).

Strobilocercosis: Eriskinleri kedi ve kedigil-
lerin ince bagirsaklarinda yasayan Taenia
taeniaeformis 'in (Hydatigena taeniaeformis) larval
formu olan Strobilocercus fasciolaris, kemirgenler
ve nadiren tavsanlarin karacigerinde bulunmaktadir
(26, 31). Larvalar arakonakta 30 cm boyunda ve
bezelye gibi kistler seklinde yerlesmistir. Etken
diinyada yaygin olup Tirkiye’de de bildirilmistir.
Arakonakta genelde belirtiler goriilmemektedir
(10, 31).

Cittotaeniosis: Evcil ve yaban tavsanlarin
ince  bagirsaklarinda  gorillen  Cittotaeniosis
etkenleri Cittotaenia ctenoides, C. pectinata,
C. denticulata’dir. Cittotaeniosis daha ¢ok agik
alanlarda yetistirilen tavsanlarda gorilmektedir.
C. denticulata ve C. pectinata Tiirkiye’de yaban
tavsanlarinda bildirilmistir. C. ctenoides yaklasik
80 cm uzunlugunda 1 cm genisligindedir. Etkenin

scolex’i yaklagik 0.5 mm uzunlugundadir. Arako-
nag1 cesitli Oribatid akarlardir. Oribatid akarlarin
viicut boslugunda sistiserkoidler gelisir. Enfekte
akarlarin otlarla birlikte alinmasiyla 6zellikle yavru
tavsanlarda enfeksiyon olusmaktadir. Cittotaenia
ctenoides’in neden oldugu agir enfeksiyonlarda
siklikla sindirim sistemi rahatsizliklari, zayiflama,
gelismede gerilik ve oOliimler goriilebilmektedir.
(10, 27, 31).

Hymenolepiosis: Hymenolepidae ailesine ait
Hymenolepis nana ve Hymenolepis diminuta kemir-
genlerde sik¢a goriilen ve zoonoz 6zellik gosteren
en yaygin tiirlerdir. Ayrica kemirgenlerde goriilen
Hymenolepis microstoma’nin ise pek yaygin olma-
dig1 bildirilmektedir (27). H. nana, 2.5-4 cm. uzun-
lugunda, H. diminuta eriskinleri ise 2-6 cm. uzunlu-
gundadir (31). H. nana fare, rat, hamster, gerbil,
bazi primatlar ve insanda goriilmektedir. H. diminuta
ise dnceden belirtilen kemirgenlerde oldukga yay-
gindir. Ara sira kopek ve insanlarda da goriilebil-
mektedir (19, 27, 31). H. nana ve H. diminuta’ nin
arakonag1 Tenebrio molitor gibi bazi Coleoptera
tirleri ve Ctenocephalides canis, Pulex irritans ve
Xenopsylla cheopis gibi bazi pire tiirleridir. Her iki
etkenin de Tiirkiye’de yaygin olarak goriildiigi
belirtilmistir (31). Kayseri’de yapilan caligmalarda
(3, 33), H. nana’ya laboratuvar farelerinde % 80,
laboratuar ratlarinda % 10 rastlandigi bildirilmistir.
H. nana ve H. diminuta zoonoz 6zellik gostermek-
tedir (31). Hymenoleposiste enfekte hayvanlarda
parazitin sayisina bagl olarak kataraldan kronik en-
teritise kadar degisen bir hastalik tablosu olugsmak-
tadir (10, 31).

NEMATOD HASTALIKLARI

Strongyloidosis: Strongyloides papillosus,
tavsanlarin, ratlarin ve gevisenlerin ince bagirsak-
larinin 6n kisimlarinda yasamaktadir. Strongyloides
ratti ise ratlarin ince bagirsaklarin 6n kisimlarinda
bulunmaktadir. Tirkiye’de tavsan digkilarinda
S. papillosus yumurtalarina rastlandigi bildirilmek-
tedir (10). Strongylodies tiirlerinin sadece disileri
parazit olarak yasamaktadir (31). Erigkinler 6 mm
uzunlugundadir (8). Strongyloides tiirleri partogenetik
gelisme gosterebilme 6zelligine sahiptirler. Sonka-
nonagin ince bagirsaginda sadece disiler bulunur.
Patojenite, go¢ eden larvalarin akcigerde olustur-
duklar1 lezyonlar veya erigkinlerin bagirsaklarda
olusturduklar lezyonlar ile iligkilidir. Hastaliktan
en fazla gen¢ hayvanlar etkilenmektedir. Enfekte
hayvanlarda ge¢ gelisme veya biiylime geriligi
goriilmektedir. Bagirsaklarda sayica fazla olduk-
larinda 6dem ve erozyonlara neden olmaktadirlar.
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Bu durum ise kataral enteritis ile absorbsiyon
bozukluguna yol agmaktadir (8, 10, 18, 31).

Obeliscoidosis: Obeliscoides cuniculi tavsan-
larin midesinde yasayan Trichostrongylidae aile-
sine ait ve gelisimi direkt olan bir tiirdiir. Disileri
10-18 mm, erkekleri 10-14 mm uzunluktadir. Daha
cok Amerika’da yaygin olarak bulunmaktadir.
Tavsanlarda agirlik kayb1 ve gelisme geriligine yol
acmaktadir (7, 8, 10, 18).

Graphidiosis: Trichostrongylidae ailesine ait
olan Graphidium strigosum, tavsanlarin mide ve
ince bagirsaklarmin 6n bolimiinde bulunmaktadir.
Eriskinleri kirmizi renkli ve yaklagik 0.8-20 mm
kadardir. Gelisme Obeliscoides’te oldugu gibi
direkt olmaktadir. Hafif enfeksiyonlarda pek fazla
belirti goriilmez. Agir enfeksiyonlarda gastritis,
enteritis, ishal, agirlik kaybi, anemi ve Olim
goriilebilmektedir (8, 18).

Trichostrongylosis: Etken Trichostrongylus
retortaeformis 'tir. Bunlarin disinda gevis getiren-
lerde bulunan 7. axei, T. colubriformis ve T. vitrinus
tirleri  de  tavsanlarda  goriilebilmektedir.
T. Retortaeformis, 0.5-0.8 cm uzunlugunda ve beyaz
renkli bir nematoddur. Trichostrongylus tiirleri
konagin ince bagirsaklarinda yasarlar ve gelisme-
leri direkttir. Bulagma sindirim yoluyla olmaktadir
(10, 15, 18). T. axei insanlarda da goriilmektedir.
Ankara’da yaban tavsanlarinda 7. Retortaeformis
% 37.5 olarak tespit edilmistir (13). Yogun enfek-
siyonlarda hasta tavsanlarda gastiritis veya ente-
ritis, ishal ve agirlik kaybi, biiylimede gerilik gibi
belirtiler goriilebilmektedir (10, 18).

Nematodirosis: Nematodirus leporis tavsanlarin
ince bagirsaklarinda yasayan ve Trichostrongylidae
ailesine ait bir nematoddur. Etkenin patojen olma-
dig1 belirtilmektedir (7). Doganay ve Giirler (13),
Tiirkiye’de yaban tavsanlarmin ince bagirsaklarin-
da N. leporis e ilk kez rastladiklarimi bildirmislerdir.

Angiostrongylosis: Angiostrongylus cinsine
bagli olan ve zoonoz 6zellik gosteren Angiostrongylus
cantonensis ratlarin akciger nematodudur. Arako-
naklar1 su ve kara salyangozlari, paratenik konak-
lar1 ise crustacea (kabuklular) ve kurbagalardir
(31). Altas ve Iriadam (1), insanlarin enfekte kara
salyangozlari, yenge¢ ve karides gibi canlilar
yiyerek enfekte oldugunu ve etkenin 6liimle sonug-
lanabilen meningoensefalitlere neden oldugunu
belirtmistir. A. cantonensis ile enfekte insan ve
farelerde eosinofilik meningitis ve buna bagh
semptomlar goriilebilmektedir (17).

Nippostrongylosis: Tiim diinyada ratlarda ve
farelerde rastlanan Nippostrongylus braziliensis in
eriskinlerinin digisi 2.5-6.5 mm, erkegi 2.1-4.5
mm’dir. Geligimi direkt olmaktadir. Sican kancali-
kurdu da (rat hookworm) denilen etkenin enfektif
liglincii donem larvast konagin derisine girerek
konagi enfekte etmektedir. Viicutta gd¢ donemi
gecirerek bagirsaklara gelen etken burada eriskin
hale gegmektedir. Konakta deri, bagirsak ve akci-
ger lezyonlar1 olusturmaktadir (10).

Paraspidodera uncinata: Heterakidae ailesine
ait olan Paraspidodera uncinata enfeksiyonu yal-
nizca kobaylarda bildirilmistir. Eriskin erkeklerin
boyu 11-22 mm, disilerinin boyu 16-27 mm’dir.
Etken, pet veya laboratuvarda yetistirilen kobayla-
rin sekumlarinda bulunmaktadir. Yumurtalardan
51-66 giin sonra ergin nematodlar olusmaktadir
(14, 21, 27) P. uncinata’nin gelismesi direkt ol-
maktadir. Etkenin kobaylarda herhangi bir enfek-
siyon olusturmadigi belirtilse de (27) Fremont ve
Bowman (14), nematodun kobaylarda agirlik
kaybi, istahsizlik ve ishal gibi belirtilere yol
acabilecegini bildirmiglerdir.

Passalurosis: Tavsanlarin sekum ve kolonla-
rina yerlesen Passalurus ambiguus, Oxyuridae
ailesine ait bir nematod olup (pinworm) beyazimsi
renkte, kii¢iikk ve boyutu 0.3-1.2 cm uzunlugunda-
dir. Gelisimi direkt olup disi parazitler yumurta-
larin1 aniis ¢evresindeki deriye birakmaktadir.
Buradan digkiya gecen yumurtalar ¢evreye sagil-
makta ve bulasma 3. donem larva igeren yumur-
talarin ag1z yoluyla alinmasiyla olmaktadir. Yabani
ve evcil tavsanlarda sik¢a goriilen bu parazit labo-
ratuvarlarda yetistirilen tavsanlarda da goriilmek-
tedir (10, 18). Doganay ve Giirler (13), nekrop-
sisini yaptig1 tavsanlarm % 4.9’unda, Biyiklioglu
ve Oncel (6) ise Istanbul’da nekropsi yaptiklari
tavsanlarin birinde bu etkene rastladiklarini bildir-
miglerdir. P. ambiguus un tavsanlarin kalin bagir-
saklarinda diisiik derecede irritasyona sebep oldu-
gu ve ekonomik agidan herhangi bir éneme sahip
olmadig1 ifade edilmektedir (6). Ancak agir enfek-
siyonlarda klinik belirtiler goriilebilmektedir (6, 7).

Syphaciosis: Sphacia obvelata, farelerde yay-
gin olarak bulunan Oxyuridae ailesine ait bir
nematoddur. Disileri 3.4-5.8 mm, erkekler 1-1.5
mm uzunluktadir. Biyolojisi direkt olup 11-15
glinde tamamlanmaktadir. Syphacia sp.’nin (pinworm)
biyolojisinde ayrica konagmn viicudunda kalan
yumurtalardan larva ¢ikmakta ve larva viicuda
dogru goc gecirerek konakta tekrar enfeksiyon
olusturmaktadir. Bu duruma retroenfeksiyon den-
mektedir. S. obvelata, laboratuvar fareleri ve ratlar
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ile yabani kemirgenlerde diinyada genis yayilisa
sahiptir (18, 21, 27). Okursoy (20), Tiirkiye’de
beyaz farelerde bu nematoda % 8.8-100 oraninda
rastlanildigini belirtmistir. Ayrica Syphacia muris’e
ratlarda ve bazi kemirgen tiirlerinde de rastlanil-
maktadir (27). Laboratuvar fareleri, hamsterler ve
gerbiller lizerine yapilan bir arastirmada S. muris in
fare, hamster ve gerbile rahatlikla gegebildigi
bildirilmigtir (25). Hanes (16), hamsterlerde
S. obvelata nin ve deneysel olarak S. muris in goriil-
diigiinii bildirmistir. Iyi bakilan fare kolonilerinde
bile S. obvelata goriilmektedir. S. obvelata ile
dogal enfeksiyonlar genellikle subklinik seyret-
mekte, fareler normal ve saglikli goriilebilmekte-
dir. Ancak agir enfeksiyonlarda yemden yararlana-
mama, rektal prolapsus, bagirsak kisminin bir
sonraki kisma ge¢mesi (intussusception) ve cesitli
bagirsak bozukluklar1 goriilmektedir. Hamsterlerde
S. obvelata’ya bagli olarak agir enfeksiyonlarda
siddetli olmayan bir enteritis meydana gelebilmek-
tedir (9, 16, 21).

Aspiculuriosis: Fare ve ratlar kalin bagirsak-
larinda yasayan, tiim diinyada yaygin olan ve
Oxyuridae ailesine ait olan Aspiculuris tetraptera nin
(pinworm) erigkin digileri, 2.6-4.7-mm olup
erkekleri daha kiicliktiir (10, 21). Hanes (16),
hamsterlerde A. tetraptera nin goériildiigiinii, ancak
hamsterlerin bu nematoda karsi duyarli oldugunu
belirten bir bulguya rastlanmadigini belirtmistir. 4.
tetraptera nin gelismesi direkt olmaktadir. Etken
yumurtlayacagi zaman proksimal kolondan distal
kolona dogru gelir ve buraya yumurtalarini birakir.
A. tetraptera nin biyolojisi, yaklagik 21-25 giinde
tamamlanmaktadir. Bulasma agiz yolu ile olmak-
tadir. Enfeksiyonun siddetine bagli olarak fare ve
ratlarda gelisme geriligi, zayiflik ve prolapsus recti
goriilmektedir (10, 24).

Trichurosis: Trichuridae ailesine ait olan
Trichuris leporis, tavsanlarin sekum ve kalin bagir-
saklarinda bulunmaktadir. Erkekleri 19-21 mm,
disileri 17.4-20.9 mm uzunlugundadir. Parazitin
herhangi bir hastalik belirtisine yol a¢madig
belirtilmektedir (7, 15).

Capillariosis: Yabani kemirgenlerin dogal bir
paraziti olan Capillaria hepatica, Capillaridae
ailesine aittir. Etken nadiren kobay, kedi, kopek ve
insanlarin karacigerlerinde bulunmaktadir.
C. hepatica, 4-12 cm uzunlugunda olabilmektedir.
C. hepatica, kemirgen ve tavsanlarda oldukg¢a sik
goriilmektedir. Ayn1 zamanda laboratuvarda yetis-
tirilen fare ve ratlarda da enfeksiyona rastlanmak-
tadir. C. hepatica nin zoonotik énemi vardir. En-

feksiyon ozellikle kotii hijyenin oldugu bolgelerde
cocuklarda da siklikla goriilebilmektedir. insanlar-
da enfeksiyon yumurta ile bulagik gida ve sularin
alimmasi ile olusmaktadir. Klinik belirtiler genelde
goriilmeyebilir. Siddetli enfeksiyonlarda akut veya
subakut hepatitis, siroz ve ascites goriilebilmek-
tedir (2, 8, 10, 14, 18, 27, 31).

Trichosomoidosis: Capillaridae ailesine bagh
Trichosomoides crassicauda, ratlarin sidik kesele-
rine yerlesmektedir. Erigkin digiler 10-19 mm,
erigkin erkekler ise 1-3.5 mm uzunlugundadir.
Erkekler disinin uterusunun i¢inde bulunmaktadir.
Parazitin biyolojisi direkttir. Ratlarda enfeksiyon
embriyolu yumurtalarin sindirim yolu ile alinmasi
ile olugmaktadir. Ayrica genellikle siitten kesme
doneminden 6nce anne rattan yavrulara da gegebil-
digi belirtilmistir. Yumurtalar idrar ile disar1 atil-
maktadir. Yumurtay terk eden larvalar kan dola-
stmi ile {iriner sistem organlarina gelmekte ve
geliserek eriskinler olusmaktadir. Enfeksiyonun
siddetine bagli olarak ratlarda kan iseme, idrar
kesesi tiimorleri ve idrar kesesi taglarina rastlana-
bilir. Aynm1 zamanda go¢ sirasinda larvalar, karaci-
gerlerde eozinofilik granulomlara neden olmakta-
dirlar (8, 10, 27).

Trichinellosis: Trichinella spiralis, T. nativa,
T. nelsoni ve T. pseudospiralis gibi tiirler zoonoz-
dur. En kozmopolit ve insanlarla iligskisi en ¢ok
olan tiir T. spiralis 'tir. T. spiralis insan, domuz, rat
ve diger memelilerin ince bagirsaklarinda yasayan
ve larvalar iskelet kaslarina yerlesen bir nematod-
dur. Eriskin erkekler 1.4-1.6 mm, eriskin disiler ise
3-4 mm uzunlugundadir. 7. spiralis, diinyada yay-
gin ve konak¢i spektrumu oldukca genis olan
zoonoz bir hastalik etkenidir. Hastaliga zoonotik
olarak bakilirsa insan ve domuz 6nemli konaklar-
dir. Trichinellosis konusunda yapilan bir ¢ok
arastirmaya ragmen, bu hastalik zoonoz Onemi
bakimindan nerede ve ne zaman goriilecegi belli
olmayan bir tehlike olarak kalmaya devam etmek-
tedir (25). Parazitin biyolojisinde silvatik dongii ve
sinantropik-zoonotik dongii bulunmaktadir. Tilki,
cakal, yaban domuzu, ayi, ¢ali domuzlar1 (bush-
pig), mors (walrus) gibi memeliler silvatik bulas-
mada rol oynamaktadir. Sinantropik-zoonotik
bulagsmada ise domuz ve rat, nadiren kedi, kdpek
ve insanlar enfekte olmaktadir. Trichinellosis
deneysel olarak laboratuvarlarda yetistirilen kemir-
genlerde de goriilmektedir. Bu parazitin biyolojisi
oldukga ilgingtir, ayn1 canli hem kesin konak hem
de ara konak olup ergin parazitler ve larvalar
farkli organlarda bulunmaktadir. Enfeksiyon genel-
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likle kemirgenlerin kanibalismus yoluyla kas
icinde bulunan ankiste olmus birinci donem
larvalar1 (L1) yemesi ile olusmaktadir. 7. spiralis
vivipar bir nematoddur. Cosoroaba ve Orjanu (12),
deneysel olarak domuz, kobay ve tavsanlarda
plasenta yolu ile bulagmanin mevcudiyetini bildir-
misglerdir. Tavsan ve kobaylarin, 7. spiralis enfek-
siyonlarinin yayilmasinda fazla bir 6nemi olma-
maktadir. Domuz ve ratlarda plasenta yolu ile
bulasmanin hastaligin epizootiyolojisinde 6nemli
bir rolii bulunmaktadir. Trichinellosis evcil hay-
vanlarda genellikle hafif seyretmekte ve klinik
belirtilere yol agmamaktadir. Rat, kopek, kedi gibi
hayvanlar, 7. spiralis enfeksiyonuna karsi daha
duyarhdir. Yogun enfeksiyonlarda bagirsaklardaki
eriskin parazitlere bagh olarak kataral-hemorajik
bir yangi goriilmektedir. Larvalarin kaslardaki
tahribatina bagl olarak akut myositis, kas agrisi,
agrili, yilizeysel ve hizli bir solunum, hareketlerde
sertlik ve yutkunma problemi olugsmaktadir (10, 15,
26, 27,31, 32).

LABORATUVAR HAYVANLARININ
HELMINTOZLARINDA TANI

Laboratuvar hayvanlari helmintlerinin tanist
icin g¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Tan1 igin
diski muayeneleri yapilmakta veya nekropside
helmintin bulundugu doku ve organlar muayene
edilmektedir (Fasciola ve Dicrocoelium i¢in kara-
ciger safra kanallar1 incelenebilir). Tavsan ve
rodentlerde goriilen Taeniidae ailesindeki cestod
larvalari ile nematod olan C. hepatica nekropside
teshis edilebilmektedir. Trichinellosiste siipheli hay-
vanlarin diyafram, dil, masseter ve boyun bolgesi
gibi larvalarin ¢ok oldugu kaslardan 6rnekler alinip
bir miktar kas lam tiizerine konur, lamel ve kas
parmaklar ile dikkatlice sikigtirilir ve diisiik 1s1kta
mikroskop altinda Trichinella kistleri aranir.
Trichinella kistleri limon seklinde, 0.3 x 0.8 mm x
0.2-0.4 mm biiyiikliigiinde ve genellikle saydam
renktedirler. Yash kistler kalsifiye olabilmektedir
(10, 18, 19, 23, 31). Bazi helmint tiirlerinin teshi-
sinde birden fazla muayene yontemi de kullanila-
bilmektedir. Ornegin, Oge ve ark. (21), ratlarda
Syphacia sp.’nin tanisi igin, S. muris ile dogal
enfekte 102 rat digkisi iizerinde ¢alismis, santri-
fiijle flotasyon (ylizdlirme) yonteminin duyarlili-
gin1 % 38, selofan bant yonteminin duyarliligini
% 86 ve her iki yontemin duyarhiligini % 100
olarak bildirmislerdir. Digsk1 muayenelerinin sekli,
tant icin O6nemli bir kriterdir. 7. crassicauda nin
yumurtalar1 idrarda ¢oktiirme yontemi ile teshis

edilebilmektedir (10, 21). Helmint tiirlerine gore
yapilabilecek diski muayenesi yontemleri Tablo
1’de verilmistir.

Tablo 1. Helmint tiirlerine gore yapilabilen diski muayene
yontemleri (18).

Helmint Tiiri Diski Muayenesi
Trematod (Fasciola sp., Dicrocoelium sp.) (CSOel:itiunrlI;lriasyon)
Cestod ve Nematod (Cittotaenia sp.,

Hymenolepis sp., G. strigiosum, Yiizdiirme
Trichostrongylus sp., N. leporis, (Floatasyon)

N. braziliensis, P. uncinata, P. ambiguus,
Syphacia sp., A. tetraptera, T. leporis)

Yiizdiirme, larva
kiiltiri

Nematod (Strongyloides sp.)

LABORATUVAR HAYVANLARININ
HELMINTOZLARINDAN KORUNMA

Uretim hijyeni bakimindan laboratuvar hay-
vanlarinin yetistirilecegi binalarin pek ¢ok 6zellige
sahip olmas1 gerekmektedir. Bu tiir binalar ¢esitli
hastalik etkenlerini tasiyabilecek yabani ya da
hasta hayvan odaklarindan uzak bir yerde yapil-
mali, bina giris ¢ikiglari, hayvan odalari, personel
ve islem odalari bulagma riskini en aza indirge-
yecek sekilde diizenlenmelidir. Hayvanlarin bulun-
dugu kisimlarda koridorlar tek yonlii olacak
sekilde kirli ve temiz koridorlar diizenlenmelidir.
Taban mutlaka drene edilmeli ve taban materyali
su ile dezenfektanlara dayanikli olmalidir. Ayrica
havalandirma sisteminin de iyi bir sekilde diizen-
lenmis olmasi gerekmektedir. Tiim bu prensipler
uygulandiktan sonra laboratuvar hayvani iinitesin-
de parazit kaynakli olsun veya olmasin etkenlerin
bulagmalarini  6nlemek i¢in kisaca su temel
noktalara dikkat edilmelidir (20):

a. Binaya insan giris ve ¢ikisi kontrollil bir sekilde
yapilmalidir.

b. Dezenfeksiyon odasi veya havuzlart devamli
etkin halde tutulmalidir.

c. Laboratuvar {initesindeki odalara hava, su, yem,
altlik, ekipman gibi faktorlerin girisi sterilizas-
yondan sonra yapilmalidir.

d. Hastalik etkenlerinin 6zellikle kemirgenlerle ta-
sinmasini Onlemek icin fiziksel bariyerler dii-
zenlenmelidir.

e. Temiz, kirli ve enfekte odalara yanliglikla giril-
mesini 6nlemek i¢in bu odalara isaretler ya da
renkli kodlar yerlestirilmelidir.

f. Rutin temizlik islemi diizenli bir sekilde yapil-
malidir.
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LABORATUVAR HAYVANLARININ
HELMINTOZLARI iLE MUCADELE

Laboratuvar hayvanlar1 helmintozlarina karsi
miicadele bazi nedenlerden dolay1 gii¢ olmaktadir.
Ornegin  Oxyurid (pinworm) enfeksiyonlarinda
erigskinlere etki eden antelmentikler larvalara etki
etmemektedir. Syphacia yumurtalari hizlica embri-
yolagmakta ve konak disinda da canliligini siirdii-
rebilmektedir. Yine Syphacia enfeksiyonlarinda
hayvanlarin hareketleri veya personelin miidaha-
leleri ile retroenfeksiyonlar olusabilmektedir.
Oxyurid enfeksiyonlarinda tiim odalar karantina
altina alinmali ve selofan bant testi sonucu negatif
¢ikincaya kadar laboratuvar hayvanlari antelmentik
ile tedavi edilmelidir (22). Pritchett ve Johnston
(24) ise laboratuvar farelerinde diger bir ¢ok
hastaliklarin  aksine Oxyurid enfeksiyonlarinin
kolayca tedavi edilebilecegini belirtmislerdir. Aras-
tiricilar (24) siki hijyen 6nlemlerinin bu tiir enfek-
siyonlarin yayilmasini engelleyebilecegini vurgula-
miglardir. Trichinella sp. ve Hymenolepis sp. ile
miicadele, etkenlerin biyolojisinden dolay1 zor
olmaktadir. Ancak laboratuvarda bulunan kemir-
genleri periyodik olarak ilaglama ve siki hijyen
tedbirleri miicadelede etkili olmaktadir. AH. nana mn
eradikasyonunda yavrularin sezeryan ile alinmasi
Onem tagimaktadir (24, 31).

Helmint kaynakli hastaliklarin yayilmasinda
bazi faktorler, laboratuvar hayvanlarini olumsuz
yonde etkileyebilmektedir. Ornegin eriskin ratlarda
neonatal stresin, N. braziliensis’'in goriilme sikli-
g1 artirabilecegi bildirilmistir (24). Bazzano ve
ark. (4), yaptiklann c¢alismada yagh farelerin
S. obvelata’ya karst genglerden daha dayanikli
oldugunu ve enfeksiyonun 4-5 haftalik farelerde
daha sik goriildiiglinti belirlemiglerdir. Citfotaenia
enfeksiyonlarinda da en ¢ok yavru tavsanlar etki-
lenmektedir (10).

Laboratuvar hayvanlar1 ile miicadelede bazi
alternatif yontemler de denenmistir. S. papillosus 'un
serbest yasayan gelisme donemlerinin kontrolii igin
Arthrobotrys oligospora denen ve nematod yiyen
(nematophagous) bir mantar tiiriiyle calisma yapil-
mis, neticede ad1 gegen mantarin biyolojik kontrol
ajan1 olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (11).
Ayrica Suleiman ve ark. (28) yaptiklar bir calis-
mada, Xylopia aethiopica (Etiyopya biberi) adli
bitkinin metanol ekstresinin, ratlarda N. braziliensis’e
kars1 1.2 gr/kg ve 2 gr/kg dozunda oldukga etkili
oldugunu bildirmislerdir.

Laboratuvar hayvanlarinin helmintleri ile mii-
cadelede 6nemli olan bir nokta da laboratuvar hay-
vani olsun veya olmasin hayvan hastaliklarinin
koruyucu ve iyilestirici tedavileri icin ilag kulla-
nimi1 s6z konusu oldugunda mutlaka bir veteriner
hekime bagvurmak gerekmektedir. Laboratuvar hay-
vanlarinda helmint kaynakli hastaligin dogru tanisi
yapildiktan sonra en kisa siirede ilag ile tedaviye
gecilmelidir. Bunun yararlari sunlardir (29).

a. Hasta hayvanlarin ileri derecede zayiflayarak
viicut direncinin sakincali boyutlarda kirilmasi
Onlenir.

b. Hastaligin gii¢liikkle tedavi edilebilen kronik
evreye gecmesi Onlenir.

c. Helmintlere kars1 direng gelisme durumu belli
olanaklar dl¢iisiinde engellenebilir.

d. Ilagla sagaltimm en etkili déneme rastlama
sansi artirilabilir.

Laboratuvar hayvanlarinin helmintlerine karsi
cesitli ilaglar kullanilmaktadir Bu ilaglar Tablo 2
ve Tablo 3’de dzetlenmistir. Ilaclama ile birlikte
laboratuvarda siki temizlik ve hijyen tedbirlerinin
alinmasi, egitimli personelin bulunmasi labora-
tuvar hayvanlarinda helmint kaynakli hastaliklari
oldukga azaltmaktadir.

Tablo 2. Tavsan parazitlerinin tedavisi (10).

Parazit Tiirti ilag Uygulama
Fasciolia sp. Rafoxanide 6-7 mg/kg p.o. (per os, agiz yolu ile)
Nitroxynil 10 mg/kg p.o.
Cittotaenia sp. Praziquantel 10 mg/kg p.o.
Strongyloides sp. Ivermektin 0.2-0.4 mg/kg deri alt1 bir hafta ara ile iki kez
Albendazole 100 mg/kg p.o., glinde iki kez 3 giin
Obeliscoides sp. Febantel 10 mg/ kg p.o.
Fenbendazole 5-10 mg/kg p.o.
Menbedazole 20 mg/kg p.o.
Thiabendazole 70 mg/kg 4 saat ara ile 8 doz halinde uygulanirsa larvalara kars: etkilidir.
Graphidium sp. Febantel 10 mg/kg p.o.
Trichostrongylus sp. Fenbendazole 5-10 mg/kg p.o.
Passalurus sp. Mebendazole 20 mg/kg p.o.
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Tablo 3. Rodent (Kemirgen) parazitlerinin tedavisi (10, 14, 21).

Parazit Tiirti flag Uygulama
Oxyuridae ailesine bagli nematodlar Fenbendazole Yem igine 50 ppm.
Thiabendazole Yem igine 100-400 mg/kg
Mebendazole Yem igine 40-500 mg/kg
Uredefos I¢me suyuna 25 mg/kg
Piperazin citrate 2-10 gr/lt igme suyuna 7 giin, 7 giin ara ile tekrar
Trichosomoides crassicauda Methyridine 100 mg/kg deri alti tek doz
Nippostrongylus braziliensis Albendazole 20 mg/kg p.o.
Paraspidodera uncinata Fenotiyazin 1 gr fenotiyazin 20 gr kobay yemine katilir
Cestod Niclosamide 100 mg/kg p.o. tek doz
Uredefos 25 mg /kg i¢gme suyu ile
Thiabendazole %0.3’1iik veya 125 ppm yem iginde, 7-14 giin
Praziquantel 30 mg/kg p.o.
Rotenone %0.5-1"lik tek doz
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a separate sheet according to the sequence they were used in the text. The tables must be
prepared in table format of the Word program and should be included in the manuscript
diskette. The photographs should be black and white and printed on a high quality glazed
paper (9x13) or the JPG, TIFF and GIF formatted computer preparations should be sent.
Color prints of the photographs or their copies are not accepted.
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