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OZET

Akrepler hastalik etkenlerini tasimazlar, ancak cogu zaman kendilerini korumak amaciyla,
insan ve hayvanlar sokarak zehirlenmeye neden olurlar. Skorpionizm vakalarinin tedavisinde
halen kullanilan tek metot akrep antivenom tedavisidir. Antivenom at, koyun, keci veya deve
gibi hayvanlara kicik miktarlarda venom enjeksiyonu ile uretilmektedir. Bu hayvanlarda
venomun aktif molekiiline karst immun bir yanit gelisir. Hayvanlarin kaninda uretilen
antikorlar hayvanlardan dizenli araliklarla alinir. Toplanan kandan plazma ayrilir.  Farkli
kimyasal yontemlerle saflastirilir ve akrep sokmalarinin tedavisinde kullamlir. Tirkiye'de,
akrep antivenomu 1942 yilindan beri Refik Saydam Hifzisihha Merkez Baskanligrnda
Uretilmektedir. Bu derlemede, akrep antivenom uretim protokolii hakkinda bilgi verilmesi
amacglanmistir.
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ABSTRACT

Scorpions do not harbor agents of disease but, they cause envenomations by stinging
humans and animals, most of the time to protect themselves. Scorpion antivenom treatment is
still the only method used for therapy of scorpionism cases. Antivenom is produced by injecting
a small amount of the venom into an animal such as horse, sheep, goat, or camel. These
animals develop an immune response against the venom's active molecule. Antibodies
produced in animal's blood were taken in regular intervals. Plasma was separated from
collected blood. It purified by different chemical process and used to treat of scorpion stings.
In Turkey, scorpion antivenom has been produced in Refik Saydam Hygiene Center since 1942.
The protocol of scorpion antivenom production was explained in this study.
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GiRIiS

Akrepler, hayvanlar aleminin Arthropoda subesi,
Chelicerata altsubesi, Arachnida sinifi, Scorpiones
takiminda yer alan, Uzerleri kalin bir kitin tabakasi
ile kapli, ergin bireylerinin uzunluklari 130220 mm
arasinda degisen eklem bacaklilardir (13). Varligi ve
zehirlilikleri cok eski caglardan beri bilinen akrepler,
hastalik etkenlerini tasimazlar. Ancak cogu zaman
kendilerini korumak amaciyla, insan ve hayvanlan
sokarak zehirlenme ve olumlere neden olabilirler
(4,5). Bu nedenle akrep sokmasi sonucu meydana
gelen zehirlenmeler (skorpionizm) tropikal ve
subtropikal bolgelerde halk sagligin1 tehdit
etmektedir (4-6).

Skorpionizm Ulkemizin cografi konumu, iklim
kosullar ve sosyo-ekonomik yapisi itibari ile gorul-
mekte olup, ozellikle Gilineydogu Anadolu Bolgesinde
onemli bir halk sagligi sorunudur (1, 5, 6). Tirkiye'de
skorpionizme neden olan en onemli akrep tirleri
Buthidae ailesinden Androctonus, Leiurus ve
Mesobuthus cinsine ait turlerdir (1, 5, 6). Bunlardan
Androctonus crassicauda turuinden elde edilen ve-
nom, antivenom Uretiminde antijen olarak kullanil-
maktadir (7, 8). Turkiye'de goriilen skorpionizm va-
kalarinda, Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Bas-
kanlig1 (RSHMB) tarafindan iiretilen ulusal antivenom
kullanilmaktadir (7-9). Diinyada skorpionizm
vakalarina kars1 kullanilan tek ve o6zgiin sagaltim
secenegi antivenom kullanimidir (10-13). Bu
makalede, llkemizde kullanilan antivenom Uretim
protokoliine yonelik bilgiler sunulmustur.

ANTIVENOMUN URETIMININ TARIHGESI

ilk antitoksin calismalar1 difteri ve tetanoz
hastaliklarin tedavisine yonelik olarak von Behring ve
Kitasato tarafindan yapilmistir (Sekil 1). Bu calisma-
lan takiben Calmette tarafindan 1894 yilinda deney-
sel olarak tavsandan yilan venomuna karsi ilk anti-
venom Uretilmistir (12, 13).

Akrep telsonlarindan maserasyon yontemi ile
venom elde etme calismalar 1872 yilinda Jousset de
Bellesme tarafindan baslatilmistir (14). Bu yontem
gecmiste oldugu gibi giinimiizde de bircok arastir-

mada ve antivenom uretiminde halen kullanil-
maktadir. ilk akrep antivenom liretimi, Todd tarafin-
dan 1909 yilinda gerceklestirilmistir. Daha sonraki
yillarda Cezayir (1936), Turkiye (1942), Tunus (1958),
Bombay (1961) ve iran (1965) da akrep antivenom
uretimine baslanmis (14) ve gunumizde de ureti-
mine devam edilmektedir.

Sekil 1. Atlardan ilk antitoksin uretimi (Shore, 2002).

Tlrkiye'de akrep antivenomu, 65 yil ara
verilmeden RSHMB biinyesinde uretilmektedir (7-9).
Turkiye'de Androctonus crassicauda tiriinden elde
edilen venomun, antivenom uretiminde antijen ola-
rak kullanilmaktadir (7, 8). A. crassicauda venomuna
kars1 Uretilen antivenomun, diger akrep tirlerinin
(A.australis , Buthus occitanus  [Cezayir],Tityus
serrulatus, T. bahiensis  [Brezilya], Parabuthus spp.
[Gliney Afrika], Centruroides sculpturatus  veC.
vittatus [ABD] (15), Leiurus quinquestriatus, 9)
Mesobuthus gibbosus (16) sokmalarina kars1 koru-
yucu oldugu bildirilmistir.

Baslangicta saflastinlmadan kullanilan at kay-
nakli serumlar cok ciddi reaksiyonlarla birlikte, ba-
zen venomun kendisi kadar tehlikeli sonuclara neden
olmustur. Bu baglamda antivenom Uiretimine yonelik
arastirma ve gelistirme calismalan gecmisten

guinumuze kadar devam etmistir (10, 12, 17).



ANTIVENOM IiCIN URETIM HAYVANININ SECIMI

Antivenom uretiminde at, keci, koyun, deve ve
embriyolu tavuk yumurtast (ETY) kullanilmaktadir
(7, 8, 10-12, 18-21). ETY ile daha spesifik iirlin elde
edilmesine karsin saflastirma (purifikasyon) siste-
minden kaynaklanan oldukca bilyiik maliyete sahip-
tir. Antivenom iretiminde bakim kolaylig1, adaptas-
yon yeteneginin yiksek olmasi, liretim siirecinde di-
ger hayvanlara gore daha fazla serum elde edilmesi
ve saflastirma yonteminin iyi gelismis olmasi nede-
niyle yaygin olarak at modeli kullanilmaktadir (10,
17, 21).

Antivenom Uretiminde kullanim1 planlanan
hayvanlar, Uiretim siiriisine alinmadan once en az bir
ya da iki ay izole edilmis bir mekanda karantinaya
alinmalidir. Karantina siiresince hayvanlara degisik
testler uygulanir (18, 19, 22). Hastalik etkeni tasima-

yan hayvanlar cesitli asilama ve antiparaziter tedavi
programina alinir (Tablo 1). Karantina sonucunda ve-
teriner hekim denetimindeki hayvanlardan; saglikli,
kondisyonlu, genc, kuvvetli hayvanlar secilerek
Uretime alinir (18, 19, 22).

Secilen hayvanlarda yapilmasi gereken bazi
rutin testler ve kontroller bulunmaktadir:

Ruam (Glanders-Malleus Rotz); akut ve kronik
seyirli, bulasici, zoonoz bir hastaliktir. Enfeksiyon at-
larda kronik seyirlidir. Enfekte hayvanlar ve tasiyi-
cilar enfeksiyon kaynagidir. Ruam, Kuzey Amerika,
Bati ve Orta Avrupa‘da eradike edilmistir. Ancak Dogu
Avrupa ve Asya'da hala gorulmektedir. Bu nedenle
hem Uretim siiriisiiniin saglig1 acisindan hem de elde
edilen biyolojik lriiniin giivenliginin saglanmasi icin
kullanilan atlara intradermik mallein testi uygulanir
ve test sonuclar degerlendirilir (Tablo 2), (23, 24).

Tablo 1. Saglik raporu, tretim icin uygun olan atlar iiretim siristine alinmadan 6nce uygulanacak asilar, as1 takvimi,

antiparaziter tedavi plani ile yapilmasi gereken kontroller.

ASI TAKVIMI
ASI UYGULAMA 0. GUN 1.AY 2.AY 6.AY 12.AY
Tetanoz IM \ y y - Vax
Influenza IM v N - - N
Rhinopneumonia IM \ N - e sk
Gazli Gangren IM \ N - . Vs
Kuduz IM - - N _ N

*: Alt1 ayda bir tekrarlanir. **: Her yil tekrarlanir.

Antiparaziter Tedavi Plam

Tedavi Uygulama 40. Giin 60. Giin 70. Giin
Endoparazit Derialti (SC) \ v \
Ektoparazit Piilverizator J - -
Kontroller
Serolojik Muayene 3 ayda bir
Paraziter Muayene 3 ayda bir

Tam Biokimya Analizi

Tam Kan Analizi

Immunizasyon oncesi/sonrasi

Immunizasyon oncesi/sonrasi




Tablo2. intradermik Mallein uygulamasindan lic giin sonra
olusan reaksiyon sonucu deri kalinligindaki degisiklige gore
testin degerlendirmesi

Deri Kalinhig Degerlendirme;
Pozitif (+)t
Stipheli (?)

Negatif (-)

5 mm veya>
3-5 mm (4.9 dahil)
0-3 mm (2.9 dahil)

"Pozitif degerlendirilen hayvanlar; Hayvan Saglig1 ve Zabitasi (23) ve
Ruam savas yonetmeliginde (24) belirtilen ve bildirilen prosediirler
ivedilikle uygulanir.

Uretim yapilan iilkenin cografi ve epidemiyolojik
verilerine uygun olarak Tablo 3'de gosterilen diger
enfeksiyonlar yoniinden karantinada bulunan atlara
serolojik testler uygulanir. Test degerlendirmeleri
sonunda negatif kabul edilen atlar asilanabilir (18,
19, 22, 25).

Uygulanan tum islemler hayvanlarin kimlik
kartlarina kayit edilerek lretim surusiine dahil edi-
lirler. Uretime alinan hayvanlar, immunizasyona bas-
lamadan once ayri olarak yedi glin karantinada tutu-
lur. Uretim oncesi karantinaya alinan hayvanlarin
genel saglik durumlarina ait veriler kayit edilir. Bu
suire sonunda veteriner hekim denetiminde immuni-
zasyon programina uygun olan hayvanlar immiini-
zasyonicin hazirlanir (18,19,22).

VENOMELDESI

icerigindeki etken maddelerin cesitliligi nede-
niyle fizyolojik ve farmakolojik calismalarda, aras-
tirma materyali olarak sikca kullanilan akrep zehiri,
akreplerin telsonunda (Sekil 2) bulunan zehir bez-
lerinden salgilanir ve bircok protein, peptid ve biyo-
lojik yonden etkin bilesiklerden olusan norotoksik et-
kili bir salgidir (4, 5, 14, 26, 27) (Sekil 3). Venomun
toksisitesi, bolgeden bolgeye ve ayni tur icersinde bi-
le degiskenlik gosterebilmektedir. Bu nedenle akrep
sokmasi sonucu olusan zehirlenmelerde; akrebin tu-
ri, beslenme durumu, zerk edilen zehir miktarn ve
icerigi, sokma sayis1, hastanin yasi, kilosu, saglik du-
rumu ve bdlgenin iklimi gibi faktorlere bagli olarak
degisik klinik tablolarin olusabilecegi vurgulanmistir

Tablo3. Uretim yapilan iilke ve ithal edilme durumu
g0z onuine alinarak hayvanlarda arastirilmas1 gereken
viral enfeksiyonlar

Atlarn Viral Enfeksiyonlari

Eastern, Western & Venezuelan Equine encephalitis viruses *
St Louis encephalitis virus ~ (SLEV)*

Japanese B encephalitis virus  *

Vesicular stomatitis virus  (VSV)*

Equine herpes virus , tip 1-5*

West Nile fever virus  (WNFV)*

Reovirus tip 1-3*
Equine influenza virus *

Equine morbili virus (Hendra)*
Borna disease virus *

Equine rotavirus

Equine and bovina papillomaviruses (EqQPV 1-2 ve BPV 1-2)
Equine infectious anaemia virus  (EIAV)

Equine arteritis virus

African Horse Sickness (Orbi)

Equine parvovirus

*: Zoonotik enfeksiyonlar.

(4-6, 28). Aynca arastirmalarda ve antivenom ire-
timinde venom kaynagi olarak kullanilan telsonlarin
nakil kosullar, kurutma yontemi, depolanmasi ve
kullanim siiresi gibi faktorlerin de venom toksisitesi
tizerinde etkili olabilecegi bildirilmistir (14, 29).

Sekil 2. Akreplerin, savunma ve beslenmede kullan-
diklari, icinde oval armut seklinde zehir bezinin bu-
lundugu son segment (Ozkan, 2005).




Sekil 3. Elektrik akimi ile istem dis1 olarak elde
edilen seffaf venomun gorunusu.

Uretimi yapilacak antivenomun kdkeni (orijini)
belirtilmelidir. Kaynaga yonelik bu bilgiler icerisinde
akrebin tiirli ve bolgesinin tam olarak tanimlanmasi
gereklidir (18, 22).

Venom eldesinde maserasyon ve elektriksel uya-
rimla sagim yontemlerinden yararlanmilmaktadir.
Akrep telsonlarinin
kahve degirmeninde 6giitiilmesinden elde edilen to-

a) Maserasyon YoOntemi:

zun fizyolojik tuzlu su (FTS) ile +4° C' de 72 saat siire
ile yapilan ekstraksiyon islemidir (7, 28, 29).

b) Elektriksel Uyaranla Sagim Yontemi: 0-50
V'luk bir elektrik kaynag ile canli akreplerin telson
bolgesine verilen elektrik akimi ile zehirin akrepten
istem dis1 olarak elde edilmesidir. Sagim sonucu elde
edilen zehir, FTS ile sulandirilir ve liyofilize edilerek -
20 °C de kullanincaya kadar muhafaza edilir (29).

LETALITE TESTLERI

Maserasyon veya elektrik uyarimi ile elde edilen
venomun memeliler icin toksik diizeylerinin belir-
lenmesi amaciyla kicuk laboraruvar hayvanlan
(fare, sican) uzerinde yapilan testlerle, hayvanlarda
gorilen intoksikasyon semptomlar ve olduriici olan
venom miktarlar (mg/kg) tespit edilir.

Lethal Doz 50 (LD ), 18-20g agiriginda erkek
veya disi farelere farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan venom solusyonlarinin deri alti yolla
uygulanmasini takiben farelerin 24-48 saat siire ile

izlenerek oOlen hayvan sayisina gore istatistiki
yontemler yardimi ile LDy, sinin hesaplanmasi ile
venomun toksisitesi belirlenir (7, 10, 17, 29-31).

Behrens & Karber ve Spearman Karber ile LD I
Hesaplama icin genellikle, 18-20 g agirliginda en az
5 en fazla 10 tane fare kullamlir, 0.5 ml icerisinde
venom deri alti, periton ici ya da damar ici
yollarindan biri kullanilarak artan miktarlarda
verilir. Geometrik ilerleme ile venom miktarlan
secili. Dozlar % 0100 mortalite araliklarina
cekilmelidir. Hayvanlar 24 ya da 48 saat gozlenerek,
olen sayilar kayit edilerek ve asagidaki formiiller ile
LD, hesaplanir (25, 28);

Spearman Karber;
Log,, LD, = - ( X,-d/2+dZ ri/n)

X, : % 100 oldiren Log,, konsantrasyonu
D : Dilisyon faktorii

n : Hayvan sayisi

ri : Her bir venom dozunda 6len hayvan
sayisi

Behrens ve Karber;
LDy, = LD,y a.b+...... +a.b/n

a : Birbirini izleyen iki doz arasindaki fark;
b : Birbirini izleyen iki dozdan ileri gelen
olimlerin aritmetik ortalamasi;

n : Her bir gruptaki hayvan sayis1

Minimal Lethal Doz (MLD): 150 g agirliginda
erkek sican alinarak farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan venom solusyonlarinin deri alt1 yolla
uygulanmasini takiben U¢ saat sure sonunda olen
hayvan sayisina gore en disuk oldiren doz olarak
belirlenir (7, 32, 33).

IMMUNIZASYON PLANI

Venomun toksisitesine bagli olarak, kullanmlacak
venom miktari(lar) degiskenlik gosterebilmektedir.
Prensip olarak sublethal dozla baslanir ve artan
dozlar seklinde hayvanlar immunize edilir (7). Bu



nedenle lretim sirisune dahil edilen hayvanlara
antivenom uretimine yonelik antijen olarak kulla-
nilan venomun LD,, (Tablo 4-5) ve MLD (Tablo 6-7)
toksisite degerine gore baslangic immunizasyon
plani ile Uretim tekrarinda uygulanacak immuni-
zasyon planlar Tablo 5 ve 7'de aciklanmistir.

BIOASSAY

Hayvanlann boyun bolgesinden Vena Jugularis dext-
ra/sinistra ‘dankan alinir (7, 35). Kan almaisleminde de en-
jeksiyonda oldugu gibi saha temizlenir ve dezenfekte edilir
(18). Alinan kan 6rnegi (20 ml) 5,000 rpm’ de 15 dakika
santrifiij edilirerek serum 6rnegi hazirlanir (32).

Tablo 4. Uretim siiriisiine alinan hayvanlara LD,, degerine gére venomun uygulanan baslangic immunizasyon plani.

LD,, Gore immunizasyon Plani

Glin Venom (mg) Adjuvant

0 1mg CFA

14 2 mg IFA

21 4mg AlOH

28 8mg AlOH?

35 10mg AlOH?

42 15mg ALOH*

POTENS BELIRLEME
KAN ALMA®

45 5L Plazmapheresis/ Apheresis

48 5L Plazmapheresis/ Apheresis

51 5L Plazmapheresis/ Apheresis
51-70 ISTIRAHAT

* Complete ve Incomplete Freund's Adjuvantlari, Ribi Adjuvant Sistemi, TiterMax® Adjuvant Sistemi ya da diger adjuvant sistemleri retici
tarafindan tercih edilebilir (31). © Kan alma prosediiriinde; toplam kan alimi tiretici tarafindan kullanilan prosediire gore degismektedir.

Tablo 5. Birinci immunizasyon sonucu istirahate ayrilan hayvanlara uiretim tekrarinda uygulanan immunizasyon plani

Il. IMMUNIZASYON (Uretim Tekrar1)

Giin Venom (mg) Adjuvant

70 2mg IFA

77 4 mg AlOH

84 8 mg AlOH

91 10 mg AlOH

98 12 mg AlOH

105 15 mg AlOH

POTENS BELIRLEME
KAN ALMA

108 5L Plazmapheresis/ Apheresis

111 5L Plazmapheresis/ Apheresis

114 5L Plazmapheresis/ Apheresis
114-140 ISTIRAHAT




Tablo 6. Uretim siiriisiine alinan hayvanlara MLD degerine gére venomun uygulanan baslangic immunizasyon plani.

MLD Gore immunizasyon Planm

Giin Venom (telson) mg Adjuvant
0 180 mg CFA
14 360 mg IFA
21 720 mg AIPO
28 1000 mg AIPO
35 1000 mg AIPO
42 1500 mg AIPO
POTENS BELIRLEME
KAN ALMA
45 5L Plazmapheresis/ Apheresis
48 5L Plazmapheresis/ Apheresis
51 5L Plazmapheresis/ Apheresis
51-70 ISTIRAHAT

Tablo 7. Birinci immunizasyon sonucu istirahate ayrilan hayvanlara tretim tekrarinda uygulanan immunizasyon plani.

1I.IMMUNIZASYON (Uretim Tekrari)

Giin Venom (telson) mg Adjuvant
70 360 mg IFA
77 720 mg AIPO
84 1000 mg AIPO
91 1000 mg AIPO
98 1500 mg AIPO
105 2000 mg AIPO
POTENS BELIRLEME
KAN ALMA
108 5L Plazmapheresis/ Apheresis
111 5L Plazmapheresis/ Apheresis
114 5L Plazmapheresis/ Apheresis
114-140 ISTIRAHAT
LD,,'ye Gore Etkili Doz 50 ED{ Bglirleme; ali- kek veya disi fareye derialt1 yolla uygulanir. Ayni o-
nan kan serum ornekleri farkli oranlarda hazirla- zellikteki farelere kontrol grubu olarak 5 LD,, venom
narak LD,,'si belirlenen venomun 50 kati ile karisti- verilir. Hayvanlar 24 ya da 48 saat gozlem altinda tu-
rlir. Olusan karisim oda sicakliginda bir saat veya tularak yasayan hayvan sayisina gore istatistiki yon-
37°C de yanm saat notralizasyona birakilir. Her bir temler yardimi ile ED,,sinin hesaplanmasi ile serum

karisim en az alt1 adet 1820 g agirliginda, saglikli er- orneginin potensi belirlenir (7, 10, 17, 31, 35-37).



MLD'e Gore Etkili Doz Belirleme;
canlarda belirlenen MLD sabit tutularak alinan kan

venomun Ssi-

serum ornekleri farkli oranlarda hazirlanarak iki MLD
venom miktan ile karistinlir. Olusan karisim oda si-
cakliginda bir saat notralizasyona birakilir. Her bir
karisim en az iki adet 150 g erkek sicana derialti yolla
uygulanir. Aym ozellikteki sicanlara kontrol grubu
olarak iki MLD venom verilir. Hayvanlar Uc saat gozlem
altinda tutularak yasayan hayvan sayisina gore etkili
serum dozu belirlenir. Yapilan bioassay degerlendirme
sonunda immunizasyonu tamamlanan atlardan kan al-
maislemi gerceklestirilir (7, 32, 33, 37).

KAN ALMA

Ureticinin kullandig1 prosediire bagli olarak
immun hayvanlardan kan alma islemleri apheresis
veya plasmapheresis yontemleri kullanilarak yapilir.
Apheresis yonteminde hayvandan alinan kandan
plazma ayrisim sonrasi kanin sekilli elemanlar kul-
lanmlmazken, plasmapheresis isleminde plazma ay-
risimi sonunda kanin sekilli elemanlan tekrar hay-
vana geri verilir. Buyontemler;

a) Apheresis:  immiinizasyon ve hiperimmiini-
zasyon periyodu boyunca onceden hazirlanan tretim
planina sadik kalinarak antikor titresi yiksek olan
atlardan kan alinir. Atlardan kan boyun bolgesinden
Vena jugularis dextra/sinistra’dan alinir. Kan alma
isleminde de enjeksiyonda oldugu gibi saha temiz-
lenir ve dezenfekte edilir. Onceden hazirlanmis steril
torakar yardimiyla V. jugularise girilerek 46 litrelik
steril sitratli cam silindirlere veya steril kan torbala-
rina kan alinir (Sekil 4). Alinacak miktar hayvanin kon-
disyonuna ve agirligina gore 35 litre olabilir. Kan alma is-
leminden sonra saha dezenfekte edilerek kompres uy-
gulamrarak olast kanamalar onlenir (7, 21, 22).

Kamn pihtilasmasini 6nleyen antikoagulan madde o-
lan Trinatriyumsitratdehidrat %151ik cozeltisi (saf su/
trinatriyumsitrat dehidrat; 1000 ml:15 gr) kullanmlmak-
tadir. Hazirlanan cozeltiden steril cam silindirlere hac-
minin %10'u oraninda (6 000 ml : 600 ml sodyum sitrat ¢co-
zeltisi) steril sartlarda konulur (32, 41).

b) Plazmapheresis:  immiinizasyon ve hiperim-
miinizasyon periyodu boyunca onceden hazirlanan u-
retim planina sadik kalinarak antikor titresi yiiksek o-
lan atlara Plazmapheresis islemi uygulanir; Atlarin
boyun bolgesinden V. jugularis dextra/sinistra saha-
lan tras edilir. Bu bolgeler antiseptikler yardimiyla
dezenfekte edilir. Dezenfekte edilen saha lokal a-
nestezik preparatlarla kateter uygulamasi icin hazir-
lanir. V.jugularise kateter yerlestirilerek Plazmap-
heresis cihazindan kan akis hiz1 (70-100ml/dk) ayar-
lanir. Cihaz tarafindan plazma ayirma islemi sonunda
kanin sekilli elemanlar laktath ringer solusyonu ile
hayvana geri verilir. Ayrilan plazma (steril plazma
torbasinda) toplanarak plazmapheresis islemi ta-
mamlanir (39, 40) (Sekil 5).

Kanlarin Muhafazasi: ~ 4-6 litrelik (apheresis so-
nucu) steril sitratli cam sedimantasyon silindirlerine
veya steril kan torbalarina (Sekil 5) alinan kanlar 4-

Sekil 4. Boyun bolgesinden Vena jugularis sinistra ‘dan
apheresis yontemiyle kan alinma islemi.
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Sekil 5. Atlarda plazmaferesis islem semasi (Feige ve

8°C 'de soguk odada, plazma ayrismas siiresince mu-
hafaza edilir ve cam sedimentasyon silindiri veya kan
torbalan lizerine, alinan kana ait bilgiler (hayvanin
uretim numarasi; uretim tarihi; potens durumu)
kaydedilir (41).

PLAZMANIN ELDE EDILMESI

Steril sitratlh cam sedimantasyon silindirlerine
veya steril kan torbalarina aseptik sartlarda atlardan
alinan kan, soguk odada (4 - 8°C 'de) 10 giin bekletilir.
Bu sure icerisinde, cam sedimantasyon silindirlerin-
deki kanin 2/3'U plazmadan, 1/3' i kanin sekilli ele-
mentlerinden olusur. Olusan plazma hayvanin bes-
lenmesine bagli olarak acik kehribar renginden acik
yesil renge kadar degisen renklerde olabilmektedir

(41). Aseptik sartlarda plazma steril cam silindirlere
veya steril plazma torbasina aktarilir. Bu aktarma
islemi sirasinda; sepsi/asepsi kurallarina uygun ve
dibde cokmis olarak bulunan eritrositlerin (alyu-
varlarin) plazma ile birlikte cekilmemesine dikkat
edilir. Dikkat edilmedigi taktirde eritrositlerin par-
calanmasiyla aciga cikan hemoglobin plazma rengi-
nin degismesine neden olur (41).

Plazma Alma Islemi Sirasinda Dikkat Edilecek
Baslica Hususlar: ~ Plazmanin hemolize olmamas i-
¢in kan dogrudan akitilmamali, cam silindirin ci-
darindan kanmin kayarak akmasi saglanmalidir. Akan
kan sitrat cozeltisi ile yavas yapilan dairesel hareket-
lerle kan/sitrat karisimi homojenize edilmelidir. U-
retim maliyetine yonelik tek kullanimlik cam silin-
dirler kullanilmiyorsa, cam silidirlerin temizlenmesi
isleminde kesinlikle deterjan kullanilmamalidir.
Sayet deterjan ile yikama yapilirsa iyice durulan-
diktan sonra tekrar saf sudan gecirilmelidir (41).

Kreozol Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Plaz-
maya Katilmasi:  Koruyucu madde olarak hazirlanan
kreozol cozeltisi (sodyum kreozol: dietileter; 2:1)
plazmaya % 0,45 oraninda ilave edilir. Plazma krezol
cozeltisi ile homojen hale getirilerek karanlikta ve
soguk odada 4 - 8°C’' de muhafaza edilir (41).

Plazmanin Saklanmasinda Dikkat Edilecek Hu-
suslar:  Plazmanin donmamasina cok dikkat edilme-
lidir. Plazma 0 °C'de muhafaza edilirse 5 yil sire ile
etkinliklerinden (potens) hemen hemen hicbir kayip
olmaz. Ancak 5°C'de ve karanlikta muhafaza edil-
dikleri takdirde plazmalarin etkinliklerinde; her yil
azami %5, 20 °C' de %20, 37°C' de %50 oraninda kayip
meydana gelmesine karsin saflastirilmis ve kon-
santre serumlarda ise kayip cok daha az olmaktadir.
0-5°C' de muhafaza edilirlerse hemen hicbir kayip
olmamakla birlikte 15°C' yilda ortalama %3, 20°C’
yilda ortalama %5, 37°C' de ise saflastirilmis ve kon-
santre serumda %10-20 oraninda kayip olur. Bu ne-
denle raf omri suresinde meydana gelebilecek si-
caklik degisimlerindeki kayiplara karsilik olarak,
tevzi asamasinda %20-25 fazla antivenom konul-
maktadir (38).



SAFLASTIRMA iSLEMI

Kullanilan saflastirma yontemi Ulusal kontrol
otoritesi tarafindan onaylanmalidir (22). Antivenom-
larin cogu ya kismen saflastirilmis immunglobulin G
(IgG) ya da antijenin baglandigi fragment (F(ab'),)
kullanilarak hazirlanmaktadir (10-19).

Pozitif Ayirma: Alinan plazmalar bir araya
getirilir (Protein miktar1 70 mg/ml). Plazma protein
miktar1 40 mg/ml olacak sekilde steril distile su ile
seyreltilir. Seyreltilmis plazmanin pH's12N HCL ile 3,2
ayarlanir. pH 3,2 olan plazmaya 1:8 oraninda Pepsin
ilave edilir. Bir saat 37°C de yavas bir sekilde
kanstinlir ve peptik parcalama islemi baslatirilir. On
parcalama islemi sonunda plazmanin pH's1 2N NaOH
ilave edilerek 4,3'e ayarlanir. Plazma 1s1s1 oda
sicakligina ayarlanir (22-24 °C), pH's1 4,3 olan plazma
kansimina %14'i amonyum sulfat ((NH,),SO,) tuzu
olacak sekilde amonyum silfat ilave edilir. Oda s1-
cakliginda olan plazma bir saat yavas bir sekilde ka-
nstirilir. Plazma karisimin sicakligr 56°C yiikseltilir.
Bir saat sonunda plazma sicakligi 40°C ye indirilir. Is-
tenmeyen proteinlerin cokmesi saglanir ve Whatman
K300 filtre kagidi ile filtrasyon islemi yapilir. Bu
filtrasyon sonunda, filtrat ve cokuntu kism1 ayrilmis
olur. Filtrat kism1 alinarak pH 7,2 olarak ayarlanir.
pH's17,2 olan plazma karisimina % 31'i amonyum sul-
fat tuzu olacak sekilde amonyum silfat ilave edilir.
Oda sicakliginda olan plazma bir saat yavas bir se-
kilde karistinlir. immunoglobulinler coker (Sekil 6).
Tekrar filtrasyona tabi tutulur ve cokuntu kismi a-
linir. Amonyum Sulfat tuzundan ayristirmak icin di-
yaliz islemine tabi tutulur ve steril FTS (%0,85 NaCl)
ilave edilerek serum hazirlanir (Sekil 7), (42-46).

Negatif Ayirma:  F(ab’), Immunoglobulin solus-
yonu (Protein miktar1 70 mg/ml) 1,76 N asetik asit ile
pH 5,8 ayarlanir. Bu karisima %2,5 kaprilik asit ilave
edilir. Bir saat sure ile kuvvetlice karistirilir. Karisim,
5000 x g, 30 dk. Santrifiij edilir. Sipernatant alinir ve
cokuntu atilir (Sekil 6). Supernatant F(ab'), ultra-
filtrasyon yapilir. pH 1 N NaOH ilave edilerek 6,8-
7,0'e ayarlamir. immunoglobulin F(ab'), antivenom
hazirlanir (42-46).

POZITiF AYIRMA NEGATIF AYIRMA

Sgerammi

Amonyum siilfat Kaprilik asit

Santrifiij Y Immunglobulinler

Santrifiij
<« Ly| Y+
Anitikor (Y), albumin A,

ve diger proteinleri
iceren immun serum
Immunglobulinler

Sekil 6. Negatif ve pozitif ayirma (Smith, 2001).
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Sekil 7. Saflastinlms iiriin (Ozkan, 2001).

STANDARDIZASYON VE KALITE KONTROL TESTLERI

Antivenom iiretiminde, son Uriine uygulanan ka-
lite kontrol testleri, ulusal ve uluslar arasi stan-
dartlarla belirlenmistir (18, 19, 22, 47, 48). 16 Ocak
1996 tarih ve 22525 sayili Resmi Gazete de yayila-
narak yirulige Ulusal Asgari Uygunluk Kriterleri
Tebliglerine (96/7-8-9) uygun olmalidir (48-51).

Gelisen ulkelerde dahi akrep sokmalar sonucu
zehirlenme vakalarn yaygin olarak goriilmektedir
(17). Bu nedenle yiksek kalitede, ucuz, standardize
edilmis antivenom ulusal kontrol otoritesi tarafindan
kontrol edilmelidir (18, 19, 47). Antivenom
hazirlama prosediirleri ulusal ve uluslararasi
diizeyde iyi iiretim uygulamalan (iUU-GMP) ilkeleri
gerekleri yanisira WHO, US farmakopesi ve Avrupa



farmakopesindeki

hazirlanmalidir (12, 47, 48).
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