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Localization and Histochemical Features of Conjunctiva Mast Cells
In Turkey (Meleagris gallopavo, Linnaeus, 1758)
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SUMMARY In this study, it was aimed to determine subtypes (connective tissue and mucosal mastocytes) and
distributions of mast cells in all regions (marginal, tarsal, orbital, fornix and bulbar) of turkey (Meleagris
gallopavo) conjunctiva by the implementation of the different fixatives. The conjunctiva tissues taken from 6
adult turkey were fixed in Carnoy, 10% formalin and Mota’s lead acetate (BLA) solutions. BLA was the best
among fixatives used in this study for shape and granules of mast cells. It was established that metachromatic
dye-staining characteristics of mast cells was observed better with BLA and Carnoy solutions. By the 10%
formalin fixative and Toluidine Blue (TB) staining, all of the mast cells stained blue but the metachromasia
was very weak. As a result of Alcian Blue-Safranin O application, it was detected that the safranin (+) and the
mixed Alcian Blue-Safranin O (+) mast cells were very rare. In the same combined staining, it was also
determined that the number of Alcian Blue (+) mast cells was excessive, so a large number of mast cells was
property of mucosal mast cell in the conjunctival regions. Only Safranin positive mast cell was not found in
the Carnoy and 10% formalin fixatives. As a result of statistical evaluation of data with the TB and Thionin
staining methods applied to determine the general distributions of mast cells, it was detected that the
palpebral conjunctiva was the region with the highest number of mast cell, and fornix and bulbar conjunctiva
followed by it, respectively. Mast cells gave weak yellow-green fluorescence through the Berberine sulfate
application. There was no difference among the regions. In conclusion, it was determined that turkey
conjunctival mast cells showed heterogeneous differences according to the staining properties.

Key Words: Turkey, Eye, Conjunctiva, Mast Cells, Histochemistry, Meleagris gallopavo

OZET Hindi (Meleagris gallopavo, Linnaeus, 1758) Konjunktiva Mast Hiicrelerinin
Lokalizasyonlan ve Histokimyasal Ozellikleri

Bu ¢alismada hindi (Meleagris gallopavo) konjunktivasinin tiim bolgelerinde (marginal, tarsal, orbital, forniks
ve bulbar) bulunan mast hiicrelerinin farkl fiksatiflerin uygulanmasi ile alt tiplerinin (bag dokusu ve mukozal
mastositler) ve bolgesel dagilimlarinin belirlenmesi amaglandi. Calismada 6 adet erigskin hindiden temin
edilen konjunktiva dokular1 Carnoy, %10 formalin, Mota’'nin kursun asetat (BLA) fiksatiflerinde ayr1 ayr fikse
edildi. Mast hiicrelerinin seklini ve graniillerini en iyi tespit eden fiksatifin BLA oldugu belirlendi. BLA ve
Carnoy soliisyonlarinda mast hiicrelerinin metakromazi 6zelliklerinin daha iyi gozlendigi tespit edildi. %10
formaldehit tespit soliisyonunda Toluidine Blue (TB) boyamasinda mast hiicrelerinin tamaminin mavi renkte
boyandig1 ancak metakromazi o6zelliginin ¢ok zayif oldugu saptandi. Alcian Blue-Safranin O uygulamasi
sonucunda safranin (+) ve karisim halinde Alcian Blue-Safranin O (+) mast hiicrelerinin ¢ok nadir oldugu
tespit edildi. Konjunktiva bolgelerinde bu kombine boyama sonucunda Alcian Blue (+) mast hiicre sayisinin
fazla oldugu yani mast hiicrelerinin biiyiik bir kisminin mukozal mast hiicresi karakterinde oldugu belirlendi.
Carnoy ve %10’luk formalin fiksatiflerinde tek basina safranin pozitif mast hiicresine rastlanmadi. Mast
hiicrelerinin genel dagilimlarinin belirlenmesi amaciyla uygulanan TB ve Thionin boyama sonucunda mast
hiicre sayisinin en fazla oldugu boélgenin palpebral konjunktiva oldugu bunu sirasiyla forniks ve bulbar
konjunktivanin izledigi belirlendi. Berberin siilfat uygulamasi ile mast hiicrelerinde zayif sari-yesil floresan
olustugu tespit edildi. Bolgeler arasinda bir farka rastlanmadi. Sonug olarak hindi mast hiicrelerinin bélgesel
dagilimlar agisindan farkliik gosterdikleri ve boyanma ozelliklerine gore ise heterojen karaktere sahip
olduklari belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Hindi, G6z, Konjunktiva, Mast Hiicreleri, Histokimya, Meleagris gallopavo
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GIRIiS

Goziin biyolojik zirhi olarak kabul edebilecek bir yap1 olan
konjunktiva, goziin korneaya kadar olan béliimiinii ve goz
kapaklarinin i¢ ytizeyini kaplayan ince, saydam bir zardir.
Bu kaygan 0Ozel zar; goziin hareketi esnasinda
gozkapaklarinin goz kiiresine zarar vermemesini, goziin i¢
kisminin dis ortamdan ayrilmasini ve izole olmasini saglar.
Ayni1 zamanda fiziksel bariyer gorevi yaparak tozlarin,
yabanci cisimlerin, mikroorganizmalarin goz kiiresinin
arka kisimlarina ulasarak yangi olusturmasini engeller
(Akgoz 2006).

Okiiler yiizey kornea, konjunktiva ve limbustan (bulbar
konjunktiva) olusmaktadir. Bu bolge siklikla iltihabi,
gerekse immunolojik olaylar acisindan aktif bir 6zellik
tasimaktadir. Kornea ve konjunktiva gibi iki farkh
dokunun komsuluk gosterdigi okiiler yiizey polenler, toz,
bocek partikiilleri, hayvan tiiyleri ve diger proteinler
olmak tizere ¢ok sayida alerjenle karsi karsiya kalir. Bu
nedenle, antijen sunumu ve sistemik immun yamnitlar
bakimindan okiiler yiizey potansiyel bir alandir (Pehlivan
2005; irkeg ve Bozkurt 2008).

Konjunktiva, sadece biitiin ekzojen irritanlara ve
enfeksiyonlara agik olmasi ve bu nedenle de alerjik
reaksiyonlara egilimi bulunmasiyla degil, siklikla endojen
hastaliklara ve metabolik bozukluklara katilmasi
bakimindan da hastaliklarin siklikla yerlestigi bir dokudur.
Konjunktiva kesesi pratikte higbir zaman
mikroorganizmalardan ari degildir, ancak ag¢ik olmasi,
gozyasinin buharlasmasi ve orta derecedeki kan akimi
nedeniyle nispeten diisiik olan 1sisina bagh olarak
bakteriler kolayca yayllamamaktadir (Ozgetin 1989).

Konjunktival mast hiicreleri, konjunktivadaki alerjik
inflamasyonun diizenlenmesinde 6nemli rol oynar ve aktif
hastalik boyunca salinan IL- 4 ve multifonksiyonel
sitokinleri biiylik oranda depolayabilir. Okiiler yilizeyde
mast hiicre sayis1 allerjik konjunktivitisin  biitiin
formlarinda artar (Morgan ve ark. 1991; Leonardi 2002;
Yao ve ark. 2003).

1. Mast hiicrelerinin dokudaki dagilimini ve tespit
soliisyonuna duyarhiligini belirlemek i¢in kisa siireli
Toluidin Blue (TB) (Wolman 1971)

2. Mast hiicrelerinin mukoza ve bag dokusu mast hiicresi
alt tipini belirlemek icin Alcian Blue / Safranin O
kombine boyamasi (AB/SO)(Csaba 1969)

3. Mast hiicrelerinin genel dagilimlarinin belirlenmesi
icin Thionin boyama yontemi (Cook 1961)

4. Mast hiicrelerinin heparin icerigini floresans bir boya
araciligiyla gostermek amaciyla Berberin Siilfat (BS)
boyama yontemi (Harem ve ark. 2011).

5. Mast hiicrelerinin proteoglikan icerigini belirlemek
amaciyla Kritik Elektrolit Konsantrasyonu (CEC)
boyama yontemi (Noviana ve ark. 2001)

Mast hiicrelerinin bolgesel dagilimlari belirlenerek her
bolge icin 10’ar preparatta sayim yapildiktan sonra
bolgeler arasi yogunluklarimin Kkarsilastirilmas1 SPSS-17
programinda yapildi. Orneklerin degerlendirilmesinde ise
“One Way Anova” testi kullanildi. Hazirlanan preparatlar
15tk mikroskobunda incelenerek gerekli bolgelerden
fotograf cekimi yapildi.

MATERYAL ve METOT

Bu calismada SDU Ziraat Fakiiltesi Ciftci Egitim Tarimsal
Uygulama Merkezi tavuk kiimesinden temin edilen 6 adet
hindi (Meleagris gallopavo, L., 1758) arastirma materyali
olarak kullanildi (Siileyman Demirel Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan 29.08.2012 tarih ve 06
sayith  karar1 ile Etik Kurul onayr alinmistir:
B.30.2.5DU.0.05.06.00- 213). Dekapitasyon ydntemiyle
otenazi uygulanan hindilerin alt ve tist goz kapaklarina ait
konjunktivalardan alinan o6rnekler materyal olarak
kullanildi. Alinan doku 6rnekleri Carnoy (60 ml absolut
etanol, 30 ml kloroform, 10 ml glasiyal asetik asit)
soliisyonunda (Bancroft ve ark. 1996) +4°C’de 30 dakika
ve takiben oda i1sinda 2 saat, %10’luk formalin (10 ml
formaldehit, 90 ml distile su) (Bancroft ve ark. 1996)
soliisyonunda, 24 saat ve Mota'nin bazik kursun asetat
(BLA - 1 g basic lead asetate, 50 ml etanol, 50 ml distile su,
0.5 ml glasiyal asetik asit) (Strobel ve ark. 1981)
soliisyonunda 24 saat siire tespit edildi. Ornekler BLA ve
%10’luk formalin soliisyonu igin 1 gece akarsuda
yikandiktan sonra doku takibi asamalarindan gegirilerek
(ytikselen derecedeki alkoller (%70, %80, %96, %100) ve
ksiloller) parafinde bloklandi. Bloklardan 5-6 mikrometre
kalinliginda alinan kesitlere asagidaki boyama yontemleri
uygulandi:

BULGULAR

Tespit soliisyonlarina gére mast hiicrelerinin heterojenite
gosterdigi ve Carnoy ve Mota kursun asetat (BLA) tespit
solisyonlarinin, %?10’luk formaline gore daha uygun
olduklari tespit edildi. Motanin kursun asetat (BLA) tespit
sollisyonun mast hiicrelerinin seklini ve graniillerini en iyi
belirleyen fiksatif oldugu belirlendi. Carnoy fiksatifinin ise
mast  hiicrelerinin  sayisal dagilimlarinin  ortaya
konmasinda daha iyi sonu¢ verdigi saptandi. Mast
hiicrelerinin sekillerinin daha ¢ok yuvarlak ve fusiform
oldugu saptandi. Fusiform sekilli mast hiicrelerinin
marginal ve tarsal konjunktivada daha yogun bulundugu
tespit edildi. Mast hiicrelerinin dokudaki dagilimini ve
tespit sollisyonuna duyarhligini belirlemek icin kisa siireli
siireli Toluidin Blue uygulamasi sonucunda %10’luk
formalin soliisyonunda tespit edilmis dokularda orbital
konjunktivanin stromasinda ¢ogunlukla kan damari
cevresinde mast hiicrelerinin zayif metakromazi gosterdigi
(Sekil 1), Carnoy ve Motanin kursun asetat (BLA)
fiksatifleri ile tespit edilen dokulardaki mast hiicrelerinin
bu uygulama sonucu metakromatik o6zelliklerinin daha
yogun ve tipik oldugu (Sekil 2) belirlendi. BLA fiksatifi ile
tespit edilen ve Toluidine blue uygulanan dokularda kas
demetleri arasinda da mast hiicreleri gézlendi. Toluidine
blue uygulamasi sonucu yapilan nitel gézlem sonucunda
mast hiicrelerinin genel olarak kan damarlari, lenf
folikiilleri ile kil folikiilleri cevresinde ve stromada yogun
olarak bulundugu tespit edildi.

Mast hiicrelerinin genel dagilimlarinin belirlenmesi
amaciyla her ig fiksatif uygulamasi ve Thionin boyamasi
sonucunda mast hiicrelerinin metakromazi gosterdigi
saptandi. Bu uygulamada da Toluidine blue uygulamasi
elde edilen sonuclarla benzer sekilde mast hiicrelerinin
kan damarlar1 etrafinda yogun olarak bulundugu tespit
edildi.
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Sekil 1. Orbital konjunktiva kan damar1 ¢evresinde mast
hiicreleri (oklar). Formalin uygulamasi. TB. Bar: 20 pm

Figure 1. Orbital conjuctiva. The mast cells (arrows)
around the blood vessel. Formalin application. TB. Bar: 20

Sekil 2. Marginal konjunktiva kan damari ¢evresinde mast
hiicreleri (oklar). Carnoy uygulamasi. TB. Bar: 20 pm

Figure 2. Marginal conjuctiva. The mast cells (arrows)
around the blood vessel. Carnoy application. TB. Bar: 20
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Sekil 3. Orbital konjunktivada kan damari cevresinde
Alcian Blue (+) mast hiicreleri (oklar). Carnoy uygulamasi.
AB/SO. Bar: 20 pm

Figure 3. Orbital conjuctiva. The Alcian Blue (+) mast cells
(arrows) around the blood vessel. Carnoy application.
AB/SO. Bar: 20 pm
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Sekil 4.Tarsal konjunktiva. Kan damar etrafinda 0.2-0.3 M
CEC (+) mast hiicreleri. (oklar) Formalin uygulamasi. Bar:
25 pm.

Figure 4. Tarsal conjuctiva. The 0.2-0.3M CEC (+) mast
cells (arrows) around the blood vessel. Formalin
application. Bar: 20 pm

" N

Sekil 5. Orbital konjunktiva. 0.7-0.8 M CEC (+) mast
hiicreleri. (oklar) BLA uygulamasi. Bar: 25 um.

Figure 5. Orbital conjuctiva. The 0.7- 0.8 M CEC (+) mast
cells (arrows). BLA application. Bar: 20 pm

Mast hiicrelerinde bulunan heparinin goriintiilenmesi
amaciyla uygulanan berberin siilfat boyama metodu
sonucu konjunktivanin tiim bdlgelerinde bulunan mast
hiicreleri zayif yesil floresan 1sima gosterdi (Sekil 6).
Konjunktivanin bolgeleri arasinda belirgin bir farklilik
gozlenmedi. Formalin fiksatifi ile tespit edilen dokulardaki
mast hiicrelerinin daha belirgin sari-yesil floresan verdigi
saptandi (Sekil 7).

Mast hiicrelerinin mukoza ve bag dokusu mast hiicresi alt
tipini belirlemek i¢cin uygulanan Alcian Blue/Safranin O
kombine boyamasi sonucunda Alcian blue (+), Safranin (+)
ve Alcian Blue-Safranin O (+) olmak tizere {i¢ tip mast
hiicresi tespit edildi. Uygulanan biitiin fiksatiflerde mast
hiicrelerinin biyiik bir ¢ogunlugunun Alcian blue (+)
oldugu saptandi (Sekil 3). Tek basina Safranin (+) ile
Alcian Blue-Safranin O (+) olan mast hiicrelerine ise ¢ok
nadir rastlandi. Sadece BLA fiksatifi uygulanan dokularda
az sayida safranin (+) mast hiicresi goriilmesine kargin,
Carnoy ve %10’luk formalin fiksatifi uygulanan dokularda
tek basina Safranin (+) mast hiicresine rastlanmadi. Alcian
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Blue pozitif (+) mast hiicrelerinin daha ¢ok kapillar
damarlar etrafinda yerlestikleri belirlendi.

Sekil 6. Marginal konjunktiva. Lamina propriyada mast
hiicresi. (ok) Floresans boyamasi ve Carnoy uygulamasi.
BS. X1000

Figure 6. Marjinal conjuctiva. The mast cell (arrow) in
lamina propria. Fluorescence staining and carnoy
application BS. X 1000

Sekil 7. Orbital konjunktiva. Kil folikiili cevresinde mast
hiicreleri. (oklar) Floresans boyamasi ve Formalin
uygulamasi. BS. X1000.

Figure 7. Orbital conjuctiva. The mast cells (arrows)
around the hair follicle. Fluorescence staining and
Formalin application. BS. X 1000

TARTISMA ve SONUC

Akgoz, (2006) kopek  konjunktivasinda  Carnoy
fiksasyonunu takiben kisa siireli Toluidine blue
uygulamasinda mast hiicrelerinin metakromazi
gosterdigini ancak formalin fiksatifinde bu o6zelligi
gosteremedigini  belirtmistir. Bu calismada formalin
fiksatif uygulamasi sonucunda mast hiicrelerinin
metakromazi 6zelligi gostermedigi ancak Carnoy ve BLA
fiksatiflerinin uygulamasinda bu 6zelligin gorildiigi tespit
edildi. Yine aym arastirmacinin (Akgoz 2006) bulgulariyla
benzer bicimde bu calismada da marginal konjunktivada
mast hiicrelerinin genelinin yassi ve oval goriiniimde
oldugu, forniks konjunktivaya dogru ise mast hiicrelerinin
seklinin yuvarlak yapih olduklar1 go6zlendi. Rat

(McMenamin ve ark. 1996) ve kopek (Akgoz 2006)
konjunktivasina Toluidine blue uygulamasi sonucunda
mast hiicrelerinin en fazla palpebral konjunktiva oldugu
bunu takiben limbusta, seyrek olarak da konjunktivanin
geri kalan parcasinda yerlestigi bildirilmistir. Bu calismada
da benzer sekilde mast hiicre sayisinin en fazla oldugu
bolgenin palpebral konjunktiva icerisindeki marginal
konjunktiva oldugu bunu forniks ve bulbar konjunktivanin
takip ettigi saptandi.

Rat (Becker ve ark. 1985), kedi (Noviana ve ark. 2001 b),
kopek (Kube ve ark. 1998) ve tavugun (Wang 1991) cesitli
dokularindaki mast hiicrelerinin alcian blue pozitif,
safranin pozitif ve alcian blue safranin pozitif olmak iizere
li¢ tip graniil igerdigi ve bu nedenle heterojeniteye sahip
oldugu tespit edilmistir. Bu cahismada da aym bulgu elde
edildi. Yine benzer bir bulgu olarak kopek (Akgoz 2006),
hindi (Uslu ve Yorik 2008) ve koyun (Chen ve ark.
1993)’'da da farkli dokularda safranin pozitif mast hiicre
sayisinin Alcian blue pozitif boyanan mast hiicrelerine
kiyasla daha az oldugu tespit edilmistir. Akgoz, (2006)
kopek konjunktivasinda bu ¢alismadaki sonuglarla benzer
sekilde tiim siilfath proteoglikanlar1 belirlemek amaciyla
0.2/0.3 M’lik CEC, heparini belirlemek amaciyla 0.7/0.8
M’lik CEC wuygulamistir. Ayrica her iki boyamanin
formalinden etkilendigi carnoy fiksatifinin proteoglikan
icerigini korudugunu belirtmistir. Bu calismada fiksatifler
arasinda boyle bir farkhliga rastlanmadi. Tavuk ile
bildircin (Karaca ve Yoriik 2004) ve tavsan (Erpek ve Otlu
1995) mast hiicre heterojenitesi tlizerine yapilan
calismalarda kullanilan fiksatifler (formalin, izotonik
formol asetik asit (IFAA) ve Carnoy) icerisinde Carnoy’un
mast hiicrelerinin metakromatik ozelliklerinin
belirlenmesi ve sayisal dagilimlarinin ortaya konmasinda
daha iyi sonuc¢ verdigini belirtilmistir. Bu ¢alismada da
ayni bulgular elde edildi. Rat (Becker ve ark. 1985), kedi
(Noviana ve ark. 2001 b), kopek (Kube ve ark. 1998) ve
tavugun (Wang 1991) cesitli dokularindaki mast
hiicrelerinin alcian blue pozitif, safranin pozitif ve alcian
blue safranin pozitif olmak iizere {i¢ tip graniil icerdigi ve
bu nedenle heterojeniteye sahip oldugu tespit edilmistir.
Bu ¢alismada da ayni bulgu elde edildi. Yine benzer bir
bulgu olarak képek (Akgoéz 2006), hindi (Uslu ve Yoriik
2008) ve koyun (Chen ve ark. 1993)’da da farkli dokularda
safranin pozitif mast hiicre sayisinin Alcian blue pozitif
boyanan mast hiicrelerine kiyasla daha az oldugu tespit
edilmistir. Uslu ve Yoriik, (2013) yerli 6rdek ve kazin alt
solunum yollar1 ve akcigerlerinde bulunan mast
hiicrelerinin heterojenitesi lizerine yaptiklar1
calismalarinda Carnoy, izotonik formaldehit asetit asit
(IFAA) ve Mota’nin bazik kursun asetat (BLA) fiksatiflerini
karsilastirmislar ve mast hiicrelerinin sayisal verileri icin
en uygun tespitin IFAA oldugu, graniil yapisini belirlemek
icin ise en uygun tespitin BLA soliisyonu oldugunu
belirtmisledir. Bu calismada mast hiicrelerinin sayisal
tespiti icin en uygun fiksatifin Carnoy bunu takiben BLA
oldugu belirlendi. Arastirmacilarin (Uslu ve Yoriikk 2013)
bulgulariyla uyumlu sekilde mast hiicrelerinin graniilleri
icin en uygun fiksatifin BLA oldugu saptandi. Demirbag ve
ark. 2012 ise rat ince bagirsagindaki mast hiicre
graniillerinin tespiti Carnoy fiksatifinin uygun olmadigini
belirtmislerdir. Bu calismada ise Carnoy’'un konjunktiva
mast hiicreleri i¢in uygun bir fiksatif oldugu tespit edildi.
Bu calismada elde edilen bulgulara paralel olarak Akgoz
(2006) kopek konjunktivasinda 0.2/0.3M ve 0.7/0.8M’lik
CEC uygulamasinda tiim mast hiicrelerinin mavi boyadigi
0.7/0.8 M’'lik CEC uygulamasinda ise heparan siilfat iceren
mast hiicrelerin boyandigini belirtmisler.
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Tavuk ile bildircin (Kurtdede ve Yoriik 1995) ve kopek
(Eren 2000; Ast1 ve ark. 2005) derisinde mast hiicrelerinin
bu calismada da benzer sekilde kan damarlann ve kil
folikiilleri cevresinde oldugu gibi lenf foliikiilleri etrafinda
da yerlesim gosterdikleri tespit edildi.
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SUMMARY

In this study, the bioequivalence of two enrofloxacin preparations were investigated. Ten unmedicated female
calves (Jersey strain, 46-50 day-old) were included. The calves were divided into two groups including five calves
each. Reference drug and test drug were administered intramuscularly at a dose of 2.5 mg per kg to group 1 and
group 2, respectively. Blood samples were taken before (0.0 min) and after the drug administration at 0.25, 0.5, 1, 2,
4, 8,12, 18, 24 and 36th hours. Before the plasma drug concentration measurements, enrofloxacin study standards
and the new standards that were obtained after adding initial standards to drug-free plasma were applied to high-
performance fluid chromatography (HPFC). Standard curves were drawn, and the recovery value was calculated.
The sensitivity of the extraction method was detected 0.05 pg/ml. The mean recovery value of extraction procedure
was about 75-96 percent. The average retention time for enrofloxacin was obtained at 6.61-6.6th. Plasma
enrofloxacin concentrations were measured by HPFC following acetonitrile extraction process. The plasma
concentration-time curve for each animal showed that enrofloxacin followed the two-compartment open model. It
was seen that the area under the curve and tmax value (uT/ pR=120) of the test drug were acceptable (80-125%).
However, Cmax value was not in the acceptable range (0.80-1.25). Test Drug was determined to be used instead of
the reference drug.

Key Words: Bioequivalence, Calf, Enrofloxacin, Pharmacokinetic, HPFC

OZET

Parenteral Kullamilan Baz1 Enrofloksasin Miistahzarlarinin Buzagilarda

Biyoesdegerliginin Arastirilmasi

Bu calismada, buzagilarda parenteral olarak kullanilan iki farkli enrofloksasin miistahzarinin biyoesdegerligi
incelendi. Calismada ilag uygulanmamus, Jersey irki 46-50 giinliik 10 disi buzagi kullanildi. Hayvanlar her birinde 5
hayvan bulunan iki gruba ayrildi. Grup 1’e Referans ilag, Test ilag Grup 2’ye 2.5 mg/kg c.a dozunda, kas igi
uygulandi. Hayvanlardan uygulama oéncesi (0.0 dk), ilag uygulamalarini takiben 0.25 saatten baglamak iizere 0.5., 1.,
2, 4., 8,12, 18, 24. ve 36. Saatlerde kan alindi. Plazma ila¢ yogunlugu 6l¢iilmesinden 6nce; enrofloksasin ¢alisma
standartlar1 ve bu standartlarin ilag icermeyen plazmalara katilarak elde edilen standartlar yiiksek basingli sivi
kromatografisine (YBSK) uygulandi. Uygulamalar sonrasi standart egriler ¢izildi ve geriye kazan¢ hesaplandi.
Yontemin duyarhilifi 0.05 pg/ml olarak tespit edildi. Geriye kazan¢ %75-96 olarak bulundu. Enrofloksasinin 6.61-
6.66 dakikalarda pik verdigi belirlendi. Plazmada enrofloksasin yogunlugunun o6l¢lilmesi igin; plazmalarin
asetonitril ile oziitleme islemi yapildi ve YBSK'ya uygulandi. Her hayvan igin ¢izilen plazma yogunlugu-zaman
egrisinden ilacin viicutta 2- bélmeli disar1 acik modele gore dagildigi anlagildi. Test flacin (plazma ilag yogunluk-
zaman egrisi altindaki kalan alan) EAA ve tdoruk (plazma ilag yogunlugunun doruk degere ulasma siiresi) degerinin
(uT/ puR=120) kabul edilebilir sinir icerisinde oldugu (%80-125) ancak Test ilacin Ydoruk (plazma doruk ilag
yogunlugu) degerinin kabul edilebilir sinirlara (0.80-1.25) uymadigi goriildii. Sonug olarak Test {lacin Referans ilag
yerine kullanabilecegi anlasilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Biyoesdegerlik, Buzagi, Enrofloksasin, Farmakokinetik, YBSK

INTRODUCTION

Bioequivalence is the property of two pharmaceutically
equivalent products (test and reference) that possess
similar bioavailability and produce the same effect
at the site of physiological activity (Kaya 2000;
Kayaalp 2008; Tras and Yazar 2002). For

bioequivalence, the area under the curve (AUC) and
maximum serum concentration (Cmax) data for the
bioavailability of two drugs must be at the 90% confidence
interval and between 80-125% (Hantash et al. 2008).
Bioequivalence tests play a major role in the evaluation of
drug formulations with similar plasma drug concentration-
time curve and the same pharmacological and clinical
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effects (Toutain and Koritz 1997). It is a requirement that
documents relating to bioavailability and
pharmacodynamics studies should be included for the
registration of drugs. Exploring the bioequivalence of the
reference drug (drug produced by the pioneer company)
and the generic drug (drug produced by any company after
the reference drug was produced) is the most important
factor in proving that the generic drug may be used instead
of the reference drug as an equivalent drug (Oner 2003).
The interchangeable usage, as well as the quality, efficacy,
and safety of the drugs, are important in the licensing, in
the freedom of the health professionals and also for the
cost of the treatment.

Enrofloxacin is a bactericidal antimicrobial drug in the
fluoroquinolone group, developed for use only in the
veterinary field (Cabanes et al. 1992; Davidson et al. 1986;
Kaya 2000). The spectrum of the effect of enrofloxacin is
broad. It is effective against gram negative and Gram
positive bacteria, Mycoplasma, Rickettsia, Ehrlichia and
Chlamydia (Elmas et al. 2001; Elmas et al 2000).
Enrofloxacin is used in all pets, especially in the ruminant
and poultry. In calves, enrofloxacin finds utilization in the
respiratory system infections, septicemia caused by
colibacillosis and in cases of intestinal inflammation by
oral and parenteral ways (Bauditz 1987; Davidson et al.
1986; Kaartinen et al. 1997).

In this study, we aimed to investigate the bioequivalence of
2 formulations containing enrofloxacin in calves.

MATERIALS and METHODS

Chemicals, Drugs, and Solutions

The chemicals, drugs, and solutions that were used in the
study are as follows

= Acetonitrile (ACN): Gradient Grade for Liquid
Chromatograph, Merck 100030

= Triethylamine (C2H5)3N: Sigma T-0886

= Methanol: Gradient Grade for Liquid Chromatograph,
Merck 100067

= Deionised water

= Enrofloxacin: effectiveness, 100.3%; production date:
01,01,2009, Expiry date: 01.01.2011; Serial Number:
176293; Lot 010001160374; Batch KP047PZ. Provided
by Bayer Turk; Reference drug: 50 mg/ml injectable
enrofloxacin, 20 ml per vial

= Test Drug: 100 mg/ml injectable enrofloxacin, 20 ml
per vial

The reference and test drugs were provided directly by
producing company. The production and expiry date of the
drugs and serial numbers were noted. The amount of
active ingredients of the drugs were established. These
values were measured as 53.5 pg/ml for the reference
drug and 95.6 pg/ml for the test drug. The amounts of
active ingredient per volume were determined as normal.

Standards

Standard Solution: For enrofloxacin stock standard
(1mg/ml) preparations, 10mg enrofloxacin was weighed
and dissolved in 10ml methanol.

Enrofloxacin study standard 1 (0.1mg/ml): 100ul of
1mg/ml enrofloxacin stock standard was taken and
prepared by filling to 1ml with methanol. 0.25 and
0.5pg/ml dilutions were prepared from this study
standard solution.

Enrofloxacin study standard 2 (0.01mg/ml): 100ul of
enrofloxacin study standard 1 was taken; filled to 1ml with

8

methanol. 1, 2.5 and 5ug/ml dilutions were prepared from
this study standard solution.

Trial Animals and Their Care-Feeding

The study was conducted with ten female calves of Jersey
race and 46-50 days old (mean 40-45 kg) at Karakoy
Agricultural Enterprise. The animals were taken to a
separate environment 15 days in advance, and medication
administration was restrained. Throughout the trial, the
animals were fed with unmedicated feed. Calf growing
feed, water, and hay were given freely as feed. They
continued to be fed by 3 liters of milk twice a day. The
study was reviewed by Ankara University Animal Trials
Local Ethics Committee and approved with decision
number 2007-7-17 and file number 2007-56.

Grouping of the Animals, Administrating the Drugs,
Collecting Blood Samples and Drug Analysis in Plasma

The animals were weighed one day before the drug
administration for accurate dosage purposes. The animals
were divided into two groups (Group 1 and Group 2) each
consisting of 5 animals. Group 1 was assigned to the
reference drug group, and Group 2 was assigned to the test
drug group. In both groups, the drugs were administered
intramuscularly (m. semitendinosus, m.
semimembranosus). The dose for all administrations was
determined as 2.5mg/kg. 8-10 ml blood was collected from
the animals through V. jugularis in vacuumed heparinized
tubes before the administration (0.0 min.), and starting at
0.25th hour following the drug administration at 0.5th, 1st,
2nd 4th 8th 12th 18th 24th gnd 36th hours. Plasmas were
stored at -20°C until the drug analyses. The analyses were
performed within two months. Sixty minutes after
collecting the blood samples, the plasma was separated
through centrifuge at 3000 rpm for 10 minutes. The
extraction and sample measurement in enrofloxacin
analyses in the plasma was conducted by Diizen
Laboratories Group using HPFC. In the extraction and
measurement of enrofloxacin from the plasma, the method
used by Anadon et al. (1995) was taken as a basis.
According to this, 200uL plasma was taken into Eppendorf
tubes. 300pL acetonitrile was added. The tubes were
capped and gently vortexed (2 min.). Then, they were
centrifuged at 2500 rpm for 10 min. The acetonitrile part
at the top was taken into vials with an insulin injector.
300uL deionized water was added and gently vortexed
(0.5 min.). The vials were submitted to HPFC. The
automated sampler was set to 280nm wavelength and to
use 20uL from this extract. It was submitted to the device
for 12 min. The flow rate of the mobile phase was set at
1ml/min and the column temperature as 30 2C. Before the
extraction, the retention time, recovery and sensitivity
limit were calculated. The standard curves were drawn
according to the results obtained. For these studies,
enrofloxacin study standard solutions 1 (0.1mg/ml) and 2
(0.0lmg/ml) were prepared with methanol. From these
standard study solutions, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5 pg/ml dilutions
of enrofloxacin were prepared with methanol and plasma.

HPFC parameters and instrument properties are as
follows:

= High-Pressure Liquid Chromatograph (HPFC): Agilent
Technologies, Model 1100 series, California) and
attachments

= Detector: VWD, G1314A4, Serial JP24020987
= Column heater: COLCOM, G1316A, Serial DE32133649
= Autosampler: ALS, G1329A, DE23910894

=  Column: Nucleosil 100 - 5 C18 150, 4,6 um Serial No: E
10021556, Macherey-Nagel
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=  Wavelength: 280 nm
= Mobile Phase Flow Rate: 1 ml/min
= Column Temperature: 30 °C

= Mobile Phase: 850ml deionized water + 150ml
Acetonitrile + 5ml triethylamine (pH was set as 2.5
with orthophosphoric acid).

Pharmacokinetic Calculations and Statistical

Calculations

The area under the plasma drug concentration-time curve
(AUCQ), the time for plasma drug concentration to reach the
peak value (Tmax) and plasma peak drug concentration
(Cmax) were calculated. The other pharmacokinetic
calculations using the Tmax and Cmax plasma drug
concentration curve were made with Pharmacokinetic
Calculation (PKCALC) program which is based on the
equation reported by Shumaker (1986) and Wagner
(1979). For the statistical calculations, the “SPSS 11.0 for
Windows” statistics package program was used. Data were
presented as an arithmetic mean#tstandard deviation or
the pharmacokinetic data, One-Way Analysis of Variance
(ANOVA) was used, and the differences between the
groups were evaluated through Duncan test.

Table 1. Plasma drug concentrations of enrofloxacin by
time

Enrofloxacin (pg/ml)
Time (hour) ™Reference Drug Test Drug
Group 1 Group 2

0.25 0.80 £ 0.24 0.92 +0.28
0.5 1.01+0.22 1.22+0.37
1 1.10+0.22 1.614 £ 0.43
2 0.80 £ 0.21 1.56 +0.28
4 0.58 £0.26 0.93+0.42
8 0.16 £ 0.09 0.33+0.11
12 0.08 £ 0.04 0.14 £ 0.04
18 0.05+0.01 0.07 £0.02
24 0.04 £ 0.00 0.05+0.01
36 0.04 £ 0.00 0.04 £ 0.00

RESULTS

The standards prepared using the enrofloxacin active
ingredient were injected to HPFC and the retention time
was determined as 6.61-6.66 min. (Figure 1) The peak
areas obtained were recorded. The extraction was
performed by adding these standards to unmedicated
plasma, and they were placed in the autosampler. The
autosampler used 20ul of that solution. The standard
curve was drawn using the peak areas obtained from the
standards, and the equation of the resulting curve was
calculated (Figure 2). By using these curves, the recovery
value was found as 75-96%. The peak areas obtained from
the plasmas were inserted into the equation, and the
enrofloxacin in the plasmas was determined.

As a result of the trials conducted with enrofloxacin study
standards, it was understood that 0.05pug/ml enrofloxacin
might be measured with the method. The active ingredient
amounts in the measurements for the control of Reference
and Test Drugs used in this study were measured as 5.35
pg/ml for the Reference Drug and 9.56 pg/ml for the Test
Drug.

The enrofloxacin concentrations measured in plasma
samples following the administration of Reference and
Test Drugs to the animals in Group 1 and Group 2 are
given in Table 1, and the plasma drug concentration-time
curve is presented in figure 3. In Table 1 and at 0.8-1.2nd
hours following the administration of test Drugs, it is seen
that the plasma enrofloxacin concentration reaches the
peak value (1.116-1.664 pg/ml); the plasma drug
concentration remains at = 0.5 pg/ml for about 4 hours;
and that there is 0.04 pg/ml plasma drug concentration at
36th hour.

The  pharmacokinetic  variances following  the
intramuscular administration of reference and test drugs
to group 1 and group 2 are presented in Table 3.

Table 2. Some pharmacokinetic variables as a result of
logarithmic transformation of reference and test Drugs

. Reference
Variables Drug Test Drug nT/uR
AUC 0.80 * 0.452 1.00+ 0.400 1.24
(ug. hour/L) (0.69-0.94) (0.86-1.11) '
0.43 +0.03 0.21+0.43
Cmax (ug/ml) (0.7-0.16) (0.08-0.29) 0.48
Acceptable 0.80-1.25
Limit

Table 3. Pharmacokinetic variances of reference and test
drugs

Variables Reference Drug Test Drug

AUC (ug hour/L) 6.54£0.692 (4.87-8.63) 1033 + 0.89 (7.23-12.7)

OKS (hour) 17.05£2.23 (9.05-21.45) 24.71#14.19 (9.91-81.47)
o (hour 1) 0.35£0.05 (0.24-0.53)  0.32%0.04 (0.21-0.46)
B (hour 1) 0.03£0.00 (0.02-0.07)  0.13%0.88 (0.04-0.49)
ka (hour 1) 4.01420.662 (2.31-5.38)  1.80£0.23b(1.27-2.61)

t%a (hour-1) 2.09£0.27(1.30-2.88)  2.29+0.34 (1.48-3.23)

% (hour) 21.25%3.80 (8.91-31.48) 30.83%15b.15 (14.0-91.4)

tY%a (hour) 0.01£0.032 (0.11-0.29)  0.408+0.04b (0.26-0.54)

Tmax (hour) 1.000.27 (0.5-2) 1.200.20 (1.00-2.00)

Cmax (pg/ml) 1.12#0.10 (0.85-1.44)  1.66+0.154 (1.91-1.96)

AUC: Area under curve; ab: The difference between the groups with
different letters in the same row is significant (p<0.05); ca: In absorbed
administration, the first degree absorption rate constant; a: Plasma drug
concentration diffusion period rate constant; P: Plasma drug concentration
elimination period rate constant; t%a : in case of oral administration, the
half life of absorption from the digestive tract; t%2o: Diffusion period half
life
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Figure 1. Chromatogram of enrofloxacin active ingredient
(20pl from 1 pg/ml solution).
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Figure 2. The standard curve prepared using the peak
areas in high-pressure liqid chromatography of
enrofloxacin at a certain concentration.
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Figure 3. Plasma drug concentration-time curves of
enrofloxacin drawn upon intramuscular administration of
2.5 mg/kg reference and test drugs.

DISCUSSION

Many drug preparations of enrofloxacin have a wide area
of use in calves. This study regarding the bioequivalence of
enrofloxacin has a specific quality as it contributes to
bioequivalence research. The results to be obtained are
intended to enlighten the research and development
studies in this area. In Turkey, there are 382 enrofloxacin
drug substances in various formulations which are
suitable for parenteral administration in cattle and calves.
(Anonymus, 2017) Despite that much preparations; there
are no studies available regarding the bioequivalence of
this drug in calves.

In the study, the sensitivity of the method was determined
as 0.05 pg/ml for enrofloxacin. In this respect, this value is
lower than Anadon et al.'s (Anadon et al. 1995) (0.003
pg/ml, HPFC); similar to Posyniak et al.'s (Posniyak et al.
2001) (0.02 pg/ml, HPFC); and higher that Sahan and
Kaya's (Sahan and Kaya 2006) (0.1 ug/ml enrofloxacin;
agar gel disk diffusion method) findings. The differences of
the analysis method regarding sensitivity may be
attributed to the analyses methods of the samples and the
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properties of HPFC instrument and the study conditions. In
this study, the sensitivity limit of the method was found
sufficient as it was possible to measure minimal values
(50x) from the lowest effective concentration (<0.5 pg/ml)
of enrofloxacin in the plasma.

The recovery ratio in the study was found as 80-96%.
These values were obtained similar to the values
determined by Posyniak et al. (2001) and Anadon et al.
(1995) in plasma, and by Sumana et al. (2001) in serum
(<90%, 87%, 92-97%, respectively). When compared with
literature data, it was concluded that the recovery ratios
found in the study were suitable enough to render the
results reliable.

The area under the curve (AUC) was found 6.54+0.69
pg.hour/L for reference drug and 10.33+0.89 pg.hour/L
for test drug. The AUC value of reference and test drugs
administered intramuscularly was determined to be lower
than the reference and test drug values found by Posyniak
et al. (2001) by oral gastrointestinal administration
(18.653+1.846 pg.hour/L, 17.934+1.636 pg.hour/L, HPFC,
respectively), the value found by Elmas et al. (2001)
(Group 2 intramuscular 19.07+02.43; HPFC), the value
found by Kaya et al. (1996) (18.395+2.220 pg.hour/L for
oral gastrointestinal administration for test drugs;
26.91+7.97 pg.hour/L, agar gel disk diffusion method); the
value found by Parlar and Kaya (2005) (30.7+4.8
pg.hour/L for reference drug administered orally through
drinking water, 41.3+3.4 pg.hour/L and 31.2+3.5ug.hour/L
for test drugs; agar gel disk diffusion method).

Tmax of enrofloxacin in plasma was determined as
1.00+0.27 hours for the reference drug and 1.20+0.20
hours for the test drug. It was understood that it showed
similarity with the value found by Elmas et al. (2001)
(Group 2 intramuscular 1.09+0.28 hours, HPFC). The Cmax
was found 1.12+0.10 pg/ml for reference drug and
1.66+0.154 pg/ml for test drug. In the study, Cmax value
for reference and test drugs was determined to be similar
to the reference and test drug values of Posyniak et al.
(2001)  (0.92%+1.105 pg/ml;  0.98+0.099  pg/ml,
respectively; gastrointestinal administration, HPFC) and of
Anadon et al. (1995) (1.4 pg/ml; for enrofloxacin
administered orally through drinking water; agar gel disk
diffusion method); and it was determined to be lower than
the value found by Elmas et al. (2000) (Group 2
intramuscular, 3.25+0.29 pg/ml, HPFC).

The drugs are accepted as bioequivalent in case the
pharmacokinetic variables such as AUC, Cmax, and Tmax
of the reference and test drugs are within the range of
bioequivalence acceptance limits (0.80-1.25 or 80-125%).
As Cmax value shows a wide variability depending on the
sampling time, it may be accepted within 70-143% limits
(Kayaalp 2008; Tras and Yazar 2002). When AUC and
Cmax are evaluated by logarithmic transformation, the
value obtained by dividing the AUC value of test drug
(1.00+0.40 pghour/L) by reference drug value (0.80+0,45
pghour/L) is 1.24. The value obtained by dividing the
Cmax value of the test drug (0.21+0.43 pg/ml) by the
reference drug value (0.43+0.03 pg/ml) (uT/pR) is 0.48.
The value obtained by dividing the test drug Tmax value,
for which logarithmic transformation is not possible as it is
a time-dependent parameter, (1.20+0.20 hours) by the
reference drug value (1.00+0.27 hours) (uT/ pR) is 120.
When the bioequivalence of the test drug is evaluated, it is
seen that the Tmax (uT/uR=120) is within the acceptable
limit (80-125%); and the AUC value of test drug when the
logarithmic transformation is applied (uT/uR=1,24) is
within the acceptable limits (0.80-1.25). However, it is
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seen that the Tmax value of the test drug (uT/ uR=148 is
uT/uR=0,48 after logarithmic transformation) is not
within the acceptable limits.

As a result of evaluating the analyzed pharmacokinetic
criteria (AUC, Cmax, Tmax) of reference and test drug
products containing enrofloxacin, it was understood that
the test drug was not bioequivalent in terms of Cmax, but it
was bioequivalent in terms of AUC and Tmax, and that the
test drug may be used as substitute for the reference drug.
The higher Cmax value of the test drug compared to the
reference drug indicates that it is better absorbed at the
drug absorption point. This is considered to arise from the
failure to adjust the exact dose, individual differences of
the animals in the trial group, and from the analysis
methods.

CONCLUSION

With this study, it is intended to promote the
bioequivalence studies in veterinary drugs and to
enlighten the research and development studies based on
the results to be obtained. The limited number of the
studies conducted in this area also restricts the path to
follow, method and the interpretations of the results.
Therefore, this study will constitute a resource for the
bioequivalence studies in the veterinary field.

REFERENCES

Anadon A, Martinez-larranaga G A, Diaz M J, Velez B, Biringaz P (1990).
Pharmacokinetic and residue studies of quinolone compouds and
olaquinolox in poultry. Ann Res Vet, 21,137-144.

Anadon A, Martinez-larranaga M R, Diaz M J, Bringas P, Martinez M A,
Fernandez-cruz M L, Fernandez M C, Fernandez R (1995).
Pharmacokinetic and reidues of enofloxacin in chickens. Am J Vet Res,
6,501-506.

Bauditz R (1987). Results of clinical studies with Baytril in calves and pigs.
Vet Med Rev, 2,122-129.

Cabanes A, Arboix M, Anton J M G, Reig F (1992). Pharmacokinetics of
enrofloxacin after intravenous and intramuscular injection in rabbits.
Am ] Vet Res, 53, 90-93.

Davidson J N, Conzelman G M, Baggot ] D (1986). Pharmacokinetics of 1-
cyclopropyl-6-fluoro- 1,4-dihydro-4-oxo-7(4-ethyl-1-piperazinyl)-3-
quinole carboxylic acid (CFPQ) in pre-ruminant and ruminant calves,
in Proceedings. West Pharmacol So, 29, 129-132.

Elmas M, Yazar E, Tras B, Bas A L, Eryavuz A (2000). Pharmacokinetics
and oral bioavailability of enrofloxacin in faunated and defaunated
Angora goats. Revue Med Vet, 151(6), 507-510.

Elmas M, Tras B, Kaya S, Bas A L, Yazar E, Yarsan E (2001).
Pharmacokinetics of enrofloxacin after intravenous and intramuscular
administration in angora goats. Canadian ] Vet Res, 65(6), 64-67.

Gkgm (2017). Ruhsath Veteriner Tibbi Uriinler.
http://www.gkgm.gov.tr/vtu/ Accessed: 30.01.2017.

Hantash T M, Abu-basha E A, Roussan D A, Abudabos AM (2008).
Pharmacokinetics and Bioequivalence of Doxycycline (Providox® and
Doxyvet 0-50 S®) Oral Powder Formulations in Chickens. Int J Poult
Sci, 7(2),161-164.

Kaartinen L, Pyorala S, Moilanen M, Raisanen S (1997).
Pharmacokinetics of enrofloxacin in newborn and one-week- old
calves. J Vet Pharmacol Therap, 20(6), 479-482.

Kaya, S, Baydan, E, Bilgili, A, Yarsan, E, Seker, Y (1996). Etlik piliglerde
enrofloksasinin farmakokinetigi ve manganla enrofloksasin arasinda
emilme yéniinden etkilesmeler. A U Vet Fak Derg, 43 (2), 195-202.

Kaya S (2000). Farmakokinetik. In: Veteriner Uygulamali Farmakoloji,
Kaya S, Piringci I, Bilgili A (Eds), 47-123, 2. Bask, 2.Cilt. Medisan
Yayinevi, Ankara.

Kaya S (2000). Farmakokinetik. In: Veteriner Uygulamali Farmakoloji,
Kaya S, Piringci I, Bilgili A (Eds), 267-420, 2. Baski, 2.Cilt, Medisan
Yayinevi, Ankara.

Kayaalp S O (2008). Biyoyararlanim ve Biyoesdegerlik Arastirmasi. In:
Klinik Farmakolojinin Esaslar1 ve Temel Diizenlemeler, s: 796-797, 4.
Baski Pelikan Yayincilik Ltd S$ti Ankara.

Oner L (2003). Degistirilebilir (interchangeable) ilag ve biyoesdegerlilik.
http://www.recete.org/mised/mised_3/9.php/ Accessed: 06.05.2003.

Parlar A, Kaya S (2005). Etlik pili¢clerde enrofloksasin igeren
miistahzarlarin farmakokinetigi. A U Vet Fak Derg, 52 (2), 99-103.

Posniyak A, ZmudzKi J, Niedzielska ], Biernacki B (2001).
Bioequivalence study of two formulations of enrofloxacin following
oral administration in chickens. Bull Vet Inst Pulawy, 45, 353-358.

Sahan S, Kaya S (2006). Hidrate sodyum kalsiyum aluminosilikat iceren
yemle beslenen etlik piliclerde enrofloksasinin farmakokinetigi. 4 U
Vet Fak Derg, 53 (2), 111-115.

Shumaker R C (1986). PKCALC a basic interactive computer program for
statistical and pharmacokinetic analysis of data. Drug Metabolism Rev,
17, 331-348.

Sumano L H, Gutierrez O L, Ocampo CL (2001). Non- bioequivalence of
various trademarks of enrofloxacin and Baytril in cows. Dtsch Tierarztl
Wochenschr, 108(7), 311-314.

Tras B, Yazar E (2002). Bioequivalence as quality, efficacy and safety test
for drugs. http://www.tvhb.org.tr/Dergi/ ilackalite.htm/ 2002.
Accessed: 06.05.2003.

Tras B, Yazar E (2002). ilaglarda Kalite, etkinlik ve giivenlik testi olarak
biyoesdegerlik. Tvhb Derg, 2 (3-4), 75-78.

Toutain P L, Koritz G D (1997). Veterinary drug bioequivalence
determination. / Vet Pharmacol Therap, 20, 79-90.

Wagner ] G (1979). Fundamentals of Clinical Pharmacokinetics. Illinois:
The Hamilton Press, Inc, USA.

11






Van Vet ], 2018, 29 (1) 13-16

9 VAN VETERINARY
\ JOURNAL

E

Van Veterinary Journal

http://vfdergi.yyu.edu.tr

ISSN: 2149-3359

Original Article e-ISSN: 2149-8644

Developing Lateral Flow Assay Based Rapid Diagnosis Kit
For Serologic Diagnosis of Cattle Brucellosis

Osman Yasar TEL  Oktay KESKIN  Sevil ERDENLIG GURBILEK

Harran University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Microbiology, Sanliurfa, Turkey

Received: 19.06.2017 Accepted: 10.10.2017

SUMMARY

Brusellosis caused by microorganisms of Brucella genus is a worldwide zoonotic infection seen in livestock
and has serious risk for human and animal health and negative effect on animal production. The disease
agents infect especially genital organs like uterus, testes, mammary glands and cause abortion and infertility
in livestock. The aim of this study was to develop a rapid lateral flow test (LTF) for diagnosis cattle
brucellosis. Sensitivity, specificity and diagnostic accuracy of LFT were evaluated by comparing the results
with Rose Bengal Plate Test (RBPT), complement fixation test (CFT) and i-ELISA. Out of 91 serum samples 45
(49.5%), 44 (48.3%), 37 (40.7%) and 34 (37.4%) were found positive by RBPT, i-ELISA, CFT and LFT,
respectively. Based on the results by CFT as reference test, sensitivity and specificity of LFT were found 92%
and 100%, respectively. As conclusion, LFT and RBPT gave similar results and it was thought that LFT is an
easy, rapid and specific screening test for diagnosis cattle brucellosis in the field.

Key Words: Lateral Flow Assay, Cattle, Serologic diagnosis, Brucellosis

OZET

Sigir Brusellozunun Serolojik Teshisinde Lateral Flow Temelli Hizh Tam Kiti
Gelistirilmesi

Bruselloz, sigir, koyun, ke¢i, domuz ve kog gibi ciftlik hayvanlarinda brusella grubu mikroorganizmalarin
sebep oldugu o6zellikle, testis, meme, uterus gibi genital organlara yerleserek, yavru atmalara ve infertiliteye
neden olan diinyanin bircok iilkesinde goriilen insan ve hayvan sagligini tehdit eden ve hayvansal {liretim
lizerine negatif etkileri olan 6nemli bir zoonozdur. Bu calisma ile sigir brucellozisinin serolojik olarak ¢abuk
tanisinda kullanilacak bir LFT (Lateral flow test)’i gelistirmek amaglandi. LFT'nin sensitivite, spesifisite ve
tanisal dogrulugu, RBPT (Rose Bengal Plate Test), KFT (Komplement Fikzasyon Test) ve i-ELISA ile
karsilastirmah olarak degerlendirildi. incelen 91 serum érneginin 44 (%48.3)ii i-ELISA ile 34 (%37.4)’ii LFT,
45’1 (%49.5) RBPT ile 37 (%40.7)’si KFT ile pozitif olarak saptandi. Komplement fikzasyon testi referans test
kabul edilerek, LFT’nin sensitivitesi %92 ve spesifitesi %100 olarak bulundu. Sonug olarak, LFT’nin, sigir
brusellozun serolojik teshisinde sahada kolayca uygulanabilecek hizli sonug alinan spesifik bir test oldugu
sonucuna varild.

Anahtar Kelimeler: Lateral Flow Test, Sigir, Serolojik teshis, Bruselloz

GIRIiS

bulagma riskinin olmasi nedenleri ile teshiste daha cok
serolojik yontemler kullamlmaktadir. Hastaligin serolojik

Bruselloz, gerek insan ve hayvan sagligi, gerekse ekonomik
kayiplar acisindan diinyanin en yaygin zoonoz hastaliklari
arasinda sayilmakta ve iilkemizde de en 6nemli hastaliklar
arasinda bulunmaktadir. Bruselloz, Birlesmis Milletler
Gida ve Tarim Teskilat: (FAO), Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
ve Uluslararas: Salgin Hastaliklar Ofisi (OIE) tarafindan
diinyanin en yaygin zoonozlarindan biri olarak kabul
edilmektedir (Corbel 1997; Greenfield ve ark. 2002; OIE
2009; Aydin 2012).

Brucella infeksiyonunun laboratuvar tanmisinda serolojik,
bakteriyolojik ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir.
Etken izolasyonun zor ve uzun siirmesi ve insanlara

teshisinde OIE tarafindan onerilen testler, tarama testi
olarak Rose Bengal pleyt test (RBPT) ve teyit edici olarak
komplement fiksasyon testi (KFT)'dir (OIE 2009).
Kullanilan diger testler, indirekt ve kompetitif ELISA ve
Fluoresan polarizasyon testleridir (Nicoletti 1969;
Ruppanner ve ark. 1980; Saravi ve ark. 1995; Nielsen
2002; McGiven ve ark. 2003; OIE 2009). Komplement
Fikzasyon testi, altin standart olarak kabul edilen ve OIE
tarafindan onerilen resmi bir serolojik testtir. Ancak KFT
icin 6zel ekipman, deneyimli personel gerekmesi ve testin
zorlugundan kaynaklanan nedenlerden dolay, son yillarda
insan ve hayvan sagliginda brusellozun teghisi i¢in LFT’leri
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basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Smits ve ark 2003;
Irmak ve ark. 2004; Abdoel ve ark. 2008; Shome ve ark.
2015). Membran temelli Lateral Flow
Immunokromatografik testler, ilk olarak gebelik testi
olarak gelistirilen, antijen-antikor iliskisine dayanan saha
kullanimina uygun hizh tam testleridir (Wong ve Tse
2009). Hizli, spesifik deneyim ve ekipmana ihtiyac
gostermeyen, kolay uygulanabilir bir yontemdir. Bes pL
serum Ornegi kullanilarak 10-15 dakika icinde sonug
alinabilmektedir. Son yillarda LFT anthraks, PPR,
bruselloz, tiiberkiiloz gibi bircok hastalik icin
gelistirilmistir (Abdoel ve ark. 2008; Kaewphinit ve ark.
2013; Cox ve ark 2015; Cheng ve ark. 2017).

Bu calismada, sigir brusellozunun hizli tanis1 amaciyla
LFT’nin gelistirilerek, sonuglarin KFT, i-ELISA ve RBPT ile
karsilastirilmali olarak degerlendirilmesi amaglandi.

MATERYAL ve METOT

Saha serum ornekleri

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali serum koleksiyonunda bulunan bruselloz
yoniinden KFT pozitif ve bazilarindan etken izolasyonunun
yapildig1 infekte stiriilerden elde edilen 37 pozitif ve
brusella infeksiyonu yoniinden akredite ari siiriilerden
elde edilen 54 negatif olmak tizere toplam 91 adet sigir
serumu Lateral Flow testinin sensitivite ve spesifisitesinin
saptanmasinda kullanildi.

i-ELISA ve LFT icin Smooth Lipopolisakkarit (S-LPS)
Antijeni hazirlanmasi

Brucella abortus S99 susu serum dektroz agarin bulundugu
Roux siselerine ekilip 5 giin siire ile 37°C’de inkube edildi.
Koloni formu kontrolii yapilarak, uygun bulunan kiiltiirler
fizyolojik tuzlu su icinde toplandi. Toplanan Kkiiltiirler
santrifiij edildikten sonra slipernatant atilarak, altta kalan
sediment toplandi. Yaklasik 50 gram agirhigindaki bakteri
miktarina 170 ml distile su katilarak elde edilen
siispansiyon 66 °C'ye ayarlanmis su banyosunda inaktive
edildi. Daha sonra 190 ml fenol (%90’lik v/v) katilarak,
karisim 66 °C'de 15 dakika siire ile siirekli karistirildi ve
15.000 g’de 15 dakika siire ile santrifiij edildi. Altta kalan
kahverengi fenol tabakasi atilarak hiicre debrisleri
Whatman No:1 filtre kagidindan siiziildi. Smooth
lipopolisakkarit (S-LPS) 500 ml soguk metanolun katilmasi
ile presipite edildi. Presipitat 10.000 g'de 10 dakika siire
ile santrifiij edilmesinin ardindan alinarak bu presipitata
80 ml distile su katild1 ve 18 saat siire ile karistirildi. Daha
sonra 10.000 g'de 10 dakika siire ile santrifiije edilerek
siipernatant 4 2C’de tutuldu. Presipitat 80 ml distile suda
tekrar stispanse edildi ve 4 °C’de 2 saat daha karistirilarak
ve santrifiij ile elde edilen siipernatant ilk elde edilen
siipernatant ile birlestirildi. Daha sonra elde edilen 160 ml
LPS soliisyonuna 8 gram triklorasetik asit eklendi. Bu
solusyon 10 dakika karistirildiktan sonra santrifiij edilerek
presipitat ayrildi ve iistte kalan saydam solusyon distile
suya karsi dialize edilerek antijen olarak kullanildi.

Serolojik Testler

RBPT: Alton ve ark. (1988)’nin bildirdikleri yonteme gore
yapildi. Bunun i¢in bir damla test serumu (30 pl) esit
miktarda RBPT antijeni ile plastik pleytlerde karistirilarak
sonuglar 4 dakika i¢cinde okundu. Karisimi takiben goriilen
herhangi bir derecedeki agliitinasyon pozitif olarak
degerlendirildi.

Komplement Fikzasyon Testi (KF): Alton ve ark.
(1988)'nin bildirdikleri yonteme goére yapildi. Veronal
buffer soliisyonundan (VBS) mikropleyt lizerinde B ve H
arasindaki kuyucuklara 25’er pl konuldu. Test edilecek
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serum A, B ve H kuyucuklarina 25’er pl ilave edildi. Antijen
A’dan G'ye kadar 25’er pl ve komplement de A’dan H'ye
kadar olan kuyucuklara 25’er pl konuldu. Mikropleytler bir
gece +4 oC’de inkubasyona birakildi. Ertesi giin koyun
eritrositleri (%2) ve amboseptérden olusan hemolitik
sistem A’dan H kuyucuguna kadar 50’ser pl ilave edildi ve
37 oCde yarim saat inkubasyona tabi tutuldu. Ayrica
mikropleyt 45-90 dk siire araliginda +2/+8 °Cde
bekletildi. Mikropleytin kuyucuklarinda meydana gelen
lizise gore pozitiflik saptandi. KFT i¢in mililitresinde 20 ve
tzeri uluslararasi komplement fiksazyon test birimi
(UKFTB) iceren serum dilusyonlar1 pozitif olarak kabul
edildi.

i-ELISA: i-ELISA icin antijen olarak B. abortus S99
susundan elde edilen LPS antijen olarak kullanildi.
Kullanilacak antijen ve konjugatin optimum diliisyonlar1
belirlendi. Bunun icin karsilikh titrasyonlari yapilip; pozitif
ve negatif serum arasinda en biiyiik farki olusturan
dilusyonlar optimum olarak secildi. Hazirlanan ELISA solid
faz antijeni, antijen kaplama tampon solusyonu (0.05M
sodyum karbonat, pH 9.6) ile, konsantrasyonu antijen ve
konjugat dilusyonlarinin optimizasyonunda belirlenen
oranda olacak sekilde sulandirildi ve 96 gozlii diiz tabanh
polistiren pleytlerin (NUNC 692620) tiim kuyucuklarina
100 pl olarak taksim edildi ve pleytler 4 2C’de 18-24 saat
inkiibe edildi. Pleytler %0.05 Tween 20 igeren PBS
(PBS/T) ile 5 kez yikandi. PBS/T icinde 1/100 oraninda
dilusyonlar1 yapilmis pozitif ve negatif serumlar 100 pl
olarak her serum numunesinden ikiser kez olmak tizere
pleyte konuldu ve pleytlerin tstii kapal olarak oda 1sisinda
1 saat siire ile inkiibasyonlar1 yapildi. Pleytler tekrar 5 kez
yikandiktan sonra horse radish peroxidase ile isaretlenmis
protein A/G konjugati belirlenen oranda PBS/T icinde
sulandirilarak tiim kuyucuklara 100’er pl olarak ilave
edildi. Oda 1sisinda 1 saat inkiibasyonu takiben pleytler
tekrar 5 kez PBS/T ile yikandi ve iizerine 100 pl
kromojenik substrat (pH 4.5 olan 0.05 M sitrat tamponu
icinde OPDS tabletler-Sigma) ilave edildi. Pleytler oda
1sisinda 10-15 dakika bekletildikten sonra otomatik ELISA
okuyucusu (VERSAmax 3.13/B2573) ile 450 nm’de
absorbans degerleri okundu. Testin esik degeri negatif
serum optik deger ortalamasina 3 standart sapma
eklenerek belirlendi.

Lateral Flow Testi: Bu test, asagida asamalar1 anlatildig:
sekilde uygulandi.

Kolloidal goldun hazirlanmast: 5 ml %1’lik hydrogen
tetrachloroaurate trihydrate (SIGMA-ALDRICH) solusyonu
500 ml distile su ile karistirilarak kaynayincaya kadar
1sitildi. Bes ml yeni hazirlanmis %1’lik sodium sitrat
solusyonu gold solusyonuna katildi ve renk kirmiziya
doniinceye kadar kaynatildi ve 5 dakika daha
kaynatildiktan sonra solusyon 4 °C’de siyah renkli bir sise
icerisinde saklandi (Frens 1973).

Kolloidal gold problarimin hazirlanmasi: Optimum
konsantrasyonu belirlenerek uygun oranda sulandirilan
tavsanda hazirlanmis anti-sigir IgG (H+L) antikorlar:
kolloidal gold solusyonuna eklenerek karistirildi ve oda
1sisinda 20-40 dakika inkube edildi. Daha sonra sodyum
borat icerisinde hazirlanan %10 (w/v) BSA 1/10 oraninda
eklenerek oda i1sisinda 10-15 dakika bekletildi. Karisim
15.000 g’de 30 dakika santirifuj edildi. Santrifujden sonra
pelet sodyum borat ile siispanse edilerek konjugat olarak
kullanildi.

Immunokromotografik test sitriplerinin hazirlanmasi:
LFT icin farkh reagentlar icin farkli porozitedeki pedler
birlestirildi. Bu amacla 6rnek uygulama pedi, kolloidal gold
konjugati iceren konjugat pedi, test ve kontrol hatlarini
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bulunduran nitroselilloz membran ve bir absorban ped
kullanildi. Konjugat ped icin glass fiber membran
kullanilirken, 6rnek ve absorban ped icinse seliiloz
membran kullanildi. Cesitli por ¢aplarindaki nitroseliiloz
membranlar denenerek uygun olan membrana karar
verildi. Glas fiber pede konjugat, nitroseliilloz membrana
test ¢izgisi icin Brucella-LPS antijeni, kontrol cizgisi icin
sigir IgG antikorlart (SIGMA) uygulandiktan sonra
kurutuldu. Daha sonra bu pedler ve membran
birlestirilerek kesildi ve elde edilen stripler uygun plastik
kasetlere yerlestirilerek kullanima hazir hale getirildi.

LFT’nin uygulanmasi: Ornek pedine 10pl serum
uygulandi. Serumun kapillar difiizyon ile konjugat pedi
boyunca yayilmasi ve gold konjugati rehidre ederek,
konjugat ile etkilesime girmesi i¢in 1 dakika beklendi. 130
ul kosturma sivist eklenip, gold konjugat ve serumdaki
antikorlarin kontrol ve test hatlarina dogru ilerlemeleri
saglanarak test gerceklestirildi. Pozitif sonugcta belirgin iki
kirmizi-mor ¢izgi olusurken, negatif sonucta tek bir
kirmizi-mor ¢izgi gorildi (Sekil 1).

istatiksel analiz : LFT'nin sensitivite ve spesifitesi KFT
gold standart kabul edilerek hesaplandi (Saha ve ark.
2010).

Tablo 1. LFT ve konvansiyonel serolojik test sonuclari
Table 1. LFT and conventional serological test results

Sekil 1. Lateral flow testi a. Negatif sonuc b. Pozitif sonug

Figure 1. Lateral Flow test a. Negative result b. Positive
result

BULGULAR

Calismada kullanilan 91 adet kontrol serumu optimum
miktarlarda antikor ve antijen ile hazirlanan LFT stripleri
yaninda i-ELISA, RBPT ve KFT ile test edildi. incelenen 91
serum Orneginin 44 (%48.3)1 i-ELISA ile, 45 (%49.5)'i
RBPT ile, 37 (%40.7)’si KFT ile, 34 (% 37.4)‘il LFT ile
pozitif sonuglar verdi (Tablo 1).

Test Sonucu RBPT n (%) KFT n (%) LFT n (%) I-ELISA n (%)
Pozitif 45 (49.5) 37 (40.7) 34 (37.4) 44 (48.3)
Negatif 46 (50.5) 54(59.3) 57(62.6) 47 (51.7)
Toplam 91 (100) 91 (100) 91 (100) 91(100)

Tablo 2. Test edilen serumlarin serolojik testlere verdigi
yanitlar

Table 2. Responses of test sera in serological tests

Serum

saysi RBPT i-ELISA KFT LFT
44 - - - -
34 + + + +
5 + + - -
3 + - - -
3 + + + -
2 - + - -

Calismada kullanilan 44 serum tim testler ile negatif
bulunurken 34 serum oOrnegi tiim testler ile pozitif
bulundu. U¢ serum érnegi sadece RBPT ile ve 2 serum
ornegi sadece i-ELISA ile pozitif yanit verirken 3 serum
ornegi LFT hari¢ diger testlerin tiimii ile pozitif yamt verdi
(Tablo 2).

Calismada, RBPT ve i-ELISA'nin sensitivitesi %100
bulunurken LFT’nin %92 bulundu. Bunun yaninda LFT’nin
spesifitesi %100 bulunurken RBPT ve i-ELISA'nin
spesifitesi sirasiyla %87 ve %88 olarak bulundu (Tablo 3).

Tablo 3. Calismada kullanilan serolojik testlerin sensitivite
ve spesifitelerinin karsilastirilmasi

Table 3. Comparison of sensitivity and specificity of the
serological tests used in the study

S::::;;jik Sensitivite (%) Spesifite (%)
RBPT 100 87
I-ELISA 100 88
LFT 92 100

TARTISMA ve SONUC

Bruselloz diinyanin bir¢ok iilkesinde goriilen insan ve
hayvan saghgim yakindan ilgilendiren bulasici, akut,
subakut veya kronik seyirli zoonoz bir infeksiyoz
hastaliktir. Ekonomik yodnden yavru atma, perinatal
mortalite, infertilite, siit ve et uretiminde azalma, tibbi
harcamalar, gibi nedenlerle hayvancilik endiistrisinde
biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Alton 1990).
Bunun yaninda bruselloz, insanlara da bulasarak 6nemli
bir halk saghigi problemi de olusturmaktadir (Yiice ve Alp-
Cavus 2006; TC Saghk Bakanligi 2014). LFT, ekipman ve
deneyim gerektirmeden kolayca uygulanabilecek bir
testtir. Bu test buzdolabina ihtiyag¢ duymadan uzun siire
saklanabilir. Sonuglar hemen ¢iplak gozle goriilmektedir.
Bu calismada laboratuvarda hazirlanan LFT’nin, KFT, i-
ELISA ve RBPT ile karsilastirmal olarak degerlendirilmesi
amaclandi.

Calismada incelenen sigir serum orneklerinden 7 serum
ornegi i-ELISA ile, 8 serum ornegi RBPT ile pozitif olarak
belirlenirken, bu serumlar KFT’de negatif olarak belirlendi.
Ote yandan 11 serum érnegi RBPT ve 10 serum ornegi i-
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ELISA’da pozitif saptanirken, bu serumlar LFT ile negatif
bulundular. Bu serumlarin daha spesifik olan KFT ve
LFT’de negatif olarak saptanmasinin nedeni, RBPT ve i-
ELISA gibi yiiksek sensitiviteye sahip olan testlerde diger
bakterilerden kaynaklanan (Yersinia enterocolitica 0:9, E.
coli 0116:H21, 0157:H7, Francisella tularensis, kauffman-
white grup N Salmonella tiirleri, Pseudomonas maltophilla
ve Vibrio chlorea) c¢apraz reaksiyonlarin daha fazla
saptanabilmesidir. i-ELISA ve LFT sonuglar arasindaki bu
farkliligin ise bu testlerde antijen olarak kullanilan LPS
molekiiliiniin solid yiizeylere baglanma 6zelliklerinin farkl
olabileceginden kaynaklandig diisiiniilmektedir. Ayrica, i-
ELISA testi antikorlarin bitiin siniflarini, RBPT hem IgG
hem de IgM antikorlarim saptayabilmektedir. Bu nedenle
bu testlerin sensitivitesi yliksek olarak goriilmekle birlikte
spesifitesi sinirlidir (Alton ve ark. 1988; Blasco 1994; OIE
2009). Bu c¢alismada da benzer bir sekilde, i-ELISA ve
RBPT'in sensitivitesi %100 olarak bulunurken LFT’nin
sensitivitesi %92 olarak bulundu. Bunun yaninda, LFT nin
spesifitesi %100 bulunurken, i-ELISA ve RBPT’nin
spesifitesi sirasi ile %88 ve %87 olarak saptandi. Abdoel
ve ark. (2008), sigir brusellozunun serolojik teshisinde
LFT gelistirdikleri ¢alismada testin %90 sensitivite ve
yliksek spesifiteye sahip oldugunu, Smits ve ark. (2003),
insanlar icin immunokromotografik test gelistirdikleri
calismada da testin %96 sensitivite ve %99 spesifiteye
sahip oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilarin bildirdigi
bulgular ile bu calismada elde edilen bulgular oldukca
benzerdir. RBPT’in LFT ile ayni siirelerde sonug vermesine
ragmen, yliksek spesifitesi nedeni ile LFT’nin tercih
edilmesi gerektigi disiinilmektedir. Zira, LFT de
kullanilan antijen LPS iken, RBPT’de tiim bakteridir. Bu da
yanlis pozitifliklerin LFT de daha az goriilmesinin
nedenidir. Hindistan’da yapilan bir ¢alismada (Shome ve
ark. 2015) LFT’'nin sensitivitesini %87.1 ve spesifitesini
%92.6 olarak bulunmustur. Nijerya’da yapilan bir
calismada (Kaltungo ve ark. 2013), arastiricilar RBPT, SAT-
EDTA ve LFT kullanarak brusellozun seroprevelansini
sirast ile %25.8, %11.1 ve %2.5 olarak bulmusglardir.
Gorildigi tizere LFT diger testlerden daha az duyarh
goriilmekle beraber bunun derecelerinde olan farkhlik
muhtemelen kullanilan antijenin tipi, saflik derecesi ve
membrana baglanma kapasitesi ile yakindan iliskilidir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alismada, serum o&rneklerinin
incelenmesi sonucunda, KFT’'ine gore LFT’nin spesifitesi
%100 ve sensitivitesi %92 olarak bulundu. LFT’in kolay
uygulanabilirligi ve 5-10 dakika gibi kisa siirede hizli
sonu¢ vermesi, diger testlere gére daha ucuz olmasi,
veteriner klinikleri ya da koy kosullarinda bir damla serum
ile brusellozun tanisin1 kisa siirede koyabilecegi ve
RBPT’ine alternatif bir test olarak brusellozun teshisinde
sahada kullamlabilecegi sonucuna varildi. LFT’nin
kullanilmas1 sonucunda da hayvanlarda kolay ve ucuz
olarak hastaligin teshis edilmesi ile bir an once gerekli
kontrol tedbirlerin alinmasina olanak verecegi, bu nedenle
gerek hayvan, gerekse insan saghgi acisindan Onem
tasidigi kanaatine varildi.
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SUMMARY

This paper aimed to study the incidence determine the prevalence of Rotavirus, Coronavirus, Escherichia (E.)
coli K-99, Cryptosporidium and Giardia in fecal samples collected from different localities covering in Siirt. The
animal material of this study consisted of 100 diarrheic calves of different ages, races and genders and 10
healthy calves. Stool specimens were obtained from diarrheic calves that underwent systematic clinical
examinations. Blood samples were also taken from V. jugularis according to the method for hematological
analysis. During routine clinical examinations, increases in body temperature, heart rate and respiratory rate
were determined in the diarrheic calves. WBC, Hct, Neu, MCH and Hb values of hematological parameters
were statistically significant (respectively p<0.01; p<0.01; p<0.01, p<0.05 ve p<0.05 ) when compared to the
control healthy calves. When stool specimens examined by rapid diagnostic test; 4% Rotavirus, 5%
Rotavirus+E. coli, 6% E.coli, 12% Rotavirus+Cryptosporidium, 10% Cryptosporidium, 4% Rotavirus+Giardia
and 7% E. coli + Corona enterogenous pathogens were detected in the diarrheic calves and the ratios of other
factors were 52%. As a result, data on the presence and distribution of enterogenic pathogens causing
diarrhea in newborn calves in Siirt region were revealed and it was concluded that Siirt region will provide a
light for future scientific studies on diarrhea and it was concluded that a light has been shed on future
scientific studies on diarrheic calves in Siirt.

Key Words: Diarrhea, Newborn calf, Prevalence

OZET

Siirt Yoresindeki Yenidogan ishalli Buzagilarda Rotavirus, Coronavirus,
Cryptosporidium Spp, Escherichia coli K 99 ve Giardia lamblia Etkenlerinin
Prevalans1*

Bu ¢alisma, Siirt yoresindeki yenidogan ishalli buzagilarda Rotavirus, Coronavirus, Escherichia (E.) coli K-99,
Cryptosporidium ve Giardia lamblia etkenlerinin prevalansini belirmek amaciyla yapildi. Bu ¢alismanin
hayvan materyalini; farkh yas, irk ve cinsiyette 100 ishalli buzag ile 10 saghklh olmak lizere 110 buzag
olusturdu. Sistemik olarak klinik muayeneleri yapilan ishalli buzagilardan digki 6rnekleri alindi. Hematolojik
analizler icin yontemine uygun olarak V. jugularis’den kan 6rnekleri alindi. Yapilan rutin klinik muayenelerde
ishalli buzagilarda beden 1sisi, kalp frekansi ve solunum sayisinda artis belirlendi. Hematolojik
parametrelerden WBC, Hct, Neu, MCH ve Hb konsantrasyonlari saglikli buzagilarin ayni parametrelerine gore
istatistiksel olarak (sirasiyla p<0.01; p<0.01; p<0.01, p<0.05 ve p<0.05) yiiksek tespit edildi. Hizli diagnostik
testle diski drnekleri incelendiginde; ishalli buzagilarda %4 Rotavirus, %5 Rotavirus+E. coli, %6 E. coli, %12
Rotavirus+Cryptosporidium, %10 Cryptosporidium, %4 Rotavirus+Giardia ve %7 E. coli+Coronavirus
enterojen patojenleri ve %52 diger faktorler tespit edildi. Sonug olarak Siirt yoresinde yenidogan ishalli
buzagilarda ishale neden olan enterojen patojenlerin varligi ve dagilimi hakkinda veri ortaya konuldu ve Siirt
yoresinde ishalli buzagilarla ilgili gelecekte yapilacak olan bilimsel ¢alismalara 151k tutacagi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Ishal, Yenidogan Buzagi, Prevalans

GIRIiS

ishal, enfeksiydz ve nonenfeksiydz nedenlere bagh olarak
meydana gelen ve diskinin igerdigi sivi miktarinin,
volumiiniin ve atiim sikliginin artis1 ile karakterize bir

semptomdur (Roy 1980). Yenidogan buzagilarda ishalle
seyreden hastaliklar yiliksek 6liim oranina ve gelisme
geriligine neden olduklar1 i¢in ¢ok Onemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (Ranjan ve ark. 2006).
Hastaligin etiyopatogenezi farkli ve komplekstir (Cho ve
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Yoon 2014). Mikrobiyolojik, immunolojik, nutrisyonel,
genetik, cevresel ve yonetimsel pek ¢ok faktor hastaliga
neden olmaktadir (Roy 1980).

Buzagilarda bir¢ok enfeksiy6z etken ishale neden olmakla
birlikte, yasamin ilk haftalarinda genellikle Rotavirus,
Coronavirus, E. coli ve Cryptosporidium spp. lerin mono
veya miks enfeksiyonlarindan ileri gelen ishallere
rastlamlmaktadir (Kozat 2000). ishal; gerek iilkemizde ve
gerekse tiim diinyada buzagilarin en 6nemli sorunlarindan
biridir. Ozellikle dogumu takip eden 2-10 giin icerisinde ve
yaygin olarak da neonatal donemde (dogumdan sonraki 3-
4 hafta) gériilmektedir (Virta ve ark. 1996; Ozkan ve ark.
2011). Buzagi ishallerinin olusumunda; viral, bakteriyel ve
paraziter etkenlerin yami sira barinak kosullarinin
elverissiz olmasi (Gulliksen ve ark. 2009), hayvan
bakicilarinin egitim diizeyinin diistikliigi, yeterli diizeyde
kolostrumun verilmemesi, gobek kordonun
dezenfeksiyonun yapilmamasi, hastaligin kontroliiniin zor
olmasi gibi bir¢ok faktor etkili olmaktadir (Kozat 2000).
ishal; yenidogan buzagilarda yiiksek morbidite ve
mortalite ile seyretmekte ve 6nemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (Walker ve ark. 1998; Constable ve ark.
2001).

Ulkemizde hayvanclik sektériinde saghkh buzagi elde
edilmesi ve buzaginin hastaliklardan korunmasi igin genis
odlcekte calismalar yapilmaktadir. Ozellikle buzag ishaline
neden olan etiyolojik faktoérlere yonelik birgok bilimsel
arastirma bulunmaktadir (Kozat 2000; Ozkan ve Akgiil
2004; Icen ve ark. 2013). Yeni dogan buzagilarda ishal;
profilaksi ve sagaltima ragmen gilinimizde de yaygin
olarak goriilmekte ve dogrudan oliimlere, gelismede
duraklama ve sagaltim giderleri ile de dolayl ekonomik
kayiplara yol agmaktadir (Cho ve Yoon 2014).

Buzag ishallerinin yiiksek mortalite orani ile seyretmesi;
etiyolojik faktorlerin ¢ok karmasik olmasi nedeniyle etkili
bir tedavi yapilmasimin zorlugu ve sivi-elektrolit
tedavisinin yeterli, diizenli ve dogru yapilmamasina
baghdir. Yenidogan buzag: ishallerinin olusumda tek bir
nedenin rol oynamadigi ve multifaktorel bir yapiya sahip
oldugu rapor edilmektedir (Cabalar ve ark. 2000; Ozkan ve
Akgiil 2004). Bu etkenler arasinda; E. coli, Salmonella spp.,
Clostridium perfringens (CL perfringens), Camphylobacter
Jjejuni, Chlamydia spp. gibi entoropatojenik bakteri tiirleri,
Rotavirus, Coronavirus gibi  viruslar, Coccidia,
Cryptosporidium, Giardia gibi paraziter etkenler, cevresel
faktorler, bakim ve beslenme bozukluklar;, enzim
noksanliklart ve buzaginin immiinolojik durumunun rol
oynadig1 bildirilmistir (Snodgrass ve ark. 1986; Kozat
2000; Kalinbacak 2003; Murat ve Balike1 2012).

Yenidogan buzagilarda ishalin neden oldugu kayiplarin
azaltilmasi icin etiyolojik faktorlerin hizli bir sekilde
identifiye edilmesinin etkin tedaviye 6nemli bir katki
sagladig1 belirtilmektedir (Kalinbacak 2003; Murat ve
Balik¢1 2012).

Bu arastirmada; gerek secilen alan, gerekse arastirilan
konunun ilk olmasinin yani sira; Siirt ilinde yenidogan
buzagilarda verim kayiplarina ve oliimlere neden olan
ishal faktorlerin tespit edilmesi ve belirlenen bu faktorlere
yonelik miicadele edilmesine olanak saglanmasi
amaclandi.

izere toplam 110 buzag olusturdu. Calismaya alinan
saglikli ve ishalli buzagilarin rutin klinik muayeneleri
yapildi. Calismanin materyali dogumlarin yogun oldugu
subat, nisan ve mayis aylarinda toplatildi. Klinik muyanede
buzagilarin habitus, deri elastikiyeti, gozlerin orbita
cukurlugundaki konumu, konjuktiva, mukozalarin renk ve
nemliligi, beden sicakligi, nabiz sayis1 ve ritmi, emme
refleksi, diskinin renk, koku ve kivami degerlendirilerek
buzagilar dehidrasyon derecelerine gore hafif, orta ve
siddetli derecede dehidrasyonlu olarak siniflandirildi
(Sentiirk 2012). Bu calismada 100 kit prosediire gore
kullanilarak sonuclar elde edildi. ishalli buzagilardan diski
toplama kaplarina digki ornekleri alindi. Alinan diski
orneklerinden Rotavirus, Coronavirus, Cryptosporidium, E.
coli K99 ve Giardia lamblia etkenlerinin varhg hizh
diagnostik ticari test kitleri (BoviD-5 Ag Test Kit-
BIONOTE, KOREA) ile belirtilen prosediire gore tespit
edildi. Calismaya alinan buzagilar i¢in Yiziinci Yil
Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nda (05.05.2016 tarihli ve 2016/04 nolu karar) izin
alind.

Klinik muayene yapildiktan sonra ishalli buzagilarda vena
jugularisten kan ornekleri alindi. Antikoagulanh tiiplere
alinan kan o6rneklerinden lokosit sayis1 (WBC), eritrosit
sayisi  (RBC), hemoglobin konsantrasyonu (Hb),
hematokrit deger (Hct), notrofil yiizdesi (%), notrofil sayisi
(Neu), ortalama eritrosit hacim (MCV), ortalama
hemoglobin (MCH) ve ortalama eritrosit hemoglobin
konsantrasyonu (MCHC) degerleri veteriner hematoloji
cihaziyla (QBC vetautoreader®-Idexx) ol¢iildii.

Buzagilarin dehidrasyon derecesine baglh olarak sivi
tedavisi uygulandi. Buzagilara gerektigi kadar laktath
ringer, izotonik %0.9 NaCl, %5 dekstroz serumlar
intavenoz olarak verildi. Ayrica tetrasiklin, sefalosporin,
enrofloksasin ve trimetropin gibi antibiyotikler ile tedavi
edildi. Destekleyici olarak buzagilarin durumuna gore
vitamin C, vitamin K preparatlari ve epitel yikimlanmasina
kars1 A vitamini preparatlari1 uygulandi.

Uzerinde durulan ézellikler icin tanimlayic istatistikler;
Ortalama ve Standart Sapma olarak ifade edilmistir. Bu
ozelliklerden bazilar1 i¢in normal dagiimdan sapmalar
gozlendiginden, ishalli gruplar karsilastirmada bir yonli
varyans analiz (One- way) testi kullanilirken (Tablo2), her
iki grubu (ishalli ve saghkl) karsilastirmada bagimsiz t-
testi kullanilmistir (Tablo 5). Gerekli istatistiksel
analizlerde istatistiki yazilm SPPS (ver: 21) paket
programi kullanildi.

MATERYAL ve METOT

Bu calismanin hayvan materyalini; Siirt ili merkez ve
ilcelerindeki isletmelerde bulunan ve ishal sikayeti olan 0-
90 giinliik yasta, farkli irk ve cinsiyete sahip 100 adet
ishalli buzag: ile 10 saghkl kontrol grubu buzag olmak
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BULGULAR

Calisma alani olarak segilen Siirt ili ve ilcelerinde bakilan
ishalli buzagilarin bulundugu ahirlarin ¢ogunun eski
geleneksel usullere gére yapildig1 tespit edildi. ilin sosyo-
ekonomik yapist g6z Online alindiginda, hayvan
bakicilarinin egitim diizeyinin diisiik, gebe ineklerin kuru
donemin yeterli diizeyde olmadigl, buzagilara yeterli
diizeyde kolostrumun verilmedigi, gobek kordonun
dezenfeksiyonun yapilmadigit ve daha c¢ok aile tipi
isletmeler oldugu gozlemlendi. Calismaya alinan ishalli
buzagilarda Rotavirus, Coronavirus, E.coli,
Cryptosporidium spp., ve Giardia tespit edildi. Ancak ishal
goriilen vakalarin annelerinin gebelikteki kuru dénemin
yeterli diizeyde olmadigi, buzagilara yeterli diizeyde
kolostrumun verilmedigi, gobek kordonun
dezenfeksiyonun yapilmadigl, nutrisyonel yetersizlik,
cevresel ve yonetimsel gibi faktorlerden kaynaklanacagi
diisiiniilerek ¢alismada diger faktorler olarak adlandirildi.
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ishalli buzaglarin klinik muayenelerinde degisen
derecelerde dehidrasyon bulgular;, defakasyon sikligi,
diskinin su kapsaminda ve hacminde artis, goziin orbita
cukurluguna c¢okiisli, deriye yapilan kivrimin diizelme
siiresi, ¢cevreye karsi ilgileri, ayakta durma yetenekleri,

perineal boélge ve kuyruga bulasmis diski gorintiileri,
ishallerin c¢ogunda kotii kokulu diski, buzagilarda
depresyon, emme refleksinde azalma ve ishalin siiresi gibi
klinik bulgular gozlendi (Tablo 1).

Tablo 1. ishalli buzagilarin dehidrasyon derecesine gére klinik bulgular

Table 1. Clinical findings according to degree of dehydration in calves with diarrhea

Dehidrasyon Go? Kures"mm Deri Elastikiyeti Mukoz Membranlar ve Ekstremitelerdeki Is1 ve idrar
Derecesi (%) Orbitaya Cokme (Kivrimda Genel Durum Cikisi
Boyutu (+) diizelme-sn)
4 -6 Hafif - o Hafif depresyon, nemli-pembe Normal 1s1, idrar ¢ikisinda
dehidrasyon Belirgin Degil 3-4 sn. mukozal membran azalma, Hayvan ayakta
7.8 Orta Depresyon, hayvan ayakta, Nabiz dolgunlugunda azalma, 1s1
. ++ 5-6 sn. burun ucu ve mermede normal, idrarda ¢ikisinda
dehidrasyon
kuruma azalma, zayif durus
. . Yatar durumda, emme . .
9-10 Siddetli it 7-10 sn. refleksinde azalma, burun ucu Zayif nabiz, ekstremiteler soguk,

dehidrasyon

sterno-abdominal yatis.
ve mermede kuruma. yats

++: 0.5 cm; +++: 0.5-1 cm, sn: saniye

Tablo 2. ishalli buzagilarinn dehidrasyon derecesine gore klinik bulgular

Table 2. Clinical findings according to degree of dehydration in calves with diarrhea

ishal Diizeyi
Parametreler
Hafif (n=42) Orta (n=30) Siddetli (n=28)
Yas (giin) 26.83+14.84b 45.43 +20.622 26.93+25.94b
Kalp Frekansi (vurum/dakika) 124.08 £17.92a 97.81 £13.87b 87.60 £12.37b
Solunum Sayzisi (say1/dakika) 36.22 +6.392 36.05 £9.09b 30.07 +4.37b
Beden 1s1s1 (°C) 38.74 +0.82¢ 38.70+1.15b 37.04+1.77v
a,b,c, Ayni satirda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark onemlidir
ab:p<0.01;
cb:p<0.05;
Tablo 3. ishalli buzagilarin dehidrasyon derecelerine gére etkenlerin dagilimi
Table 3. Distribution of factors according to dehydration grades in calves with diarrhea
Dehidrasyon Derecesi
Etkenler Hafif Orta siddetli TOPLAM
(n=42) (n=30) (n=28)
Rotavirus 4 0 0 4
Rotavirus+E. coli 0 3 2 5
E. coli 6 0 0 6
Rotavirus+Cryptosporidium 0 6 6 12
Cryptosporidium 6 4 0 10
Rotavirus+Giardia 0 2 2 4
E. coli+Corona 0 4 3 7
Diger Faktorler 30 12 10 52
Toplam 46 31 23 100
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Tablo 4. ishalli buzagilarin il bazinda etiyolojik dagilin

Table 4. Etiologic distribution of diarrheal calves according to province

Etkenler Siirt Merkez Gokcebag Beldesi Tillo Sirvan Eruh Baykan
Rotavirus 2 0 0 0 2 0
Rotavirus+E. coli 2 1 2 0 0 0
E. coli 2 0 0 2 0 2
Rotavirus+Cryptosporidium 4 4 0 2 2 0
Cryptosporidium 8 0 2 0 0 0
Rotavirus+Giardia 0 0 2 2 0 0
E. coli+Coronavirus 0 2 0 2 3 0
Diger Faktorler 26 6 4 4 6 6

Tespit edilen ishalli buzagilarin dehidrasyon derecelerine
gore kalp frekansi, solunum sayisi, beden 1s1 gibi klinik
bulgular Tablo 2'te verildi. Istatiksel analizine gére hafif
dehidrasyonlu buzagilarda kalp atim sayisi, solunum sayisi
beden 1sis1 yiiksek tespit edildi (P<0.01) (Tablo 2).

Elde edilen istatiksel analizlere gore; hafif dehidrasyonlu
olan 42 buzaginin 12’sinde tek enterojen etken tespit
edilirken, 30’'unda ise bakilan Kkitteki etkenler disinda
etkenlerin rol oynadigi saptandi. Orta derecede
dehidrasyonlu olan 30 buzaginin 18’inde miks enterojen
etkenler tespit edilirken, 12’sinde ise bakilan kitteki
etkenler disinda etkenlerin rol oynadig saptandi. Siddetli
derecede dehidrasyonlu olan 28 buzaginin 18’inde miks
enterojen etkenler tespit edilirken, 10’unda ise bakilan
kitteki etkenler disinda etkenlerin rol oynadig1 saptandi.
Hizli diagnostik test sonuclarina gore; ishalli buzagilarda
%4 Rotavirus, %5 Rotavirus+E. coli, %6 E. coli, %12
Rotavirus+Cryptosporidium, %10 Cryptosporidium, %4
Rotavirus+Giardia ve %7 E. coli+Coronavirus enterojen
patojenleri ve %52 diger faktorler tespit edildi (Tablo 3).

Tablo 5. Saghkli ve ishalli buzagilarin hematolojik
parametreleri

Table 5. Hematological parameters in healthy and calves
with diarrhea

Parametreler ishalli Saghkh
(n=100) (n=10)
WBC (m/mm3)  29.9+25.7a 13.79+3.4b
RBC (m/mm3) 10.5+2.5b 9.9+1.4b
Hb (g/dI) 13.742.9¢ 10+1.3b
Het (%) 48.0+11.1a 37.9+3.9b
Neu(%) 48.8+21.4a 26.3%5.8b
Neu (m/mmb3) 10.6+6.1a 5.64+1.1b
MCV(f1) 42.1+4.4¢ 38.4+3.3b
MCH(pg) 13.443.2¢ 12.1+1.1b
MCHC(g/dl) 31.8+4.8b 31.5+1.4b

a,b,c, Ayni satirda farkl harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki
fark 6nemlidir ab:p<0.01; cb:p<0.05

ishalli buzagilarda enteropatojen etkenler incelendiginde
4 buzagida Rotavirus, 6 buzagida E. coli, 10 buzagida
cryptosporidium saptanirken, 5 buzag Rotavirus+E. coli,
12 buzagida Rotavirus+Cryptosporidium, 4 buzagida
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Rotavirus+Giardia, 7 buzagida E. coli+Coronavirus miks
seyrettigi belirlendi (Tablo 3).

Calismaya alinan ishalli buzagilarin Siirt ili merkez ve
ilcelerinde ishalde rol oynayan etkenlerin il bazinda
dagilimi Tablo 4’te verildi.

istatiksel analizlere gore ishalli buzagilarin hematolojik
bulgulardan WBC, Hb, Hct, Neu (%), Neu, MCV ve MCH
konsantrasyonlar1 saglikh buzagilarin ayni
parametrelerine gore istatistiksel olarak yiiksek bulundu (
sirasiyla p<0.01; p<0.05; p<0.01; p<0.01, p<0.01; p<0.05
ve p<0.05) (Tablo 5).

TARTISMA ve SONUC

Yenidogan buzagilarda ishal; yiliksek morbidite ve
mortalite ile seyrettiginden dolay1 (Walker 1998) diinya
genelinde buzagi oliimlerinin ve ayni zamanda sigircilik
endiistrisinin finans kayiplarinin baslica sebeplerinden
biri oldugu bildirilmektedir (Von Buenau ve ark. 2005).
Biitiin  gelismelere ragmen yenidoganlarda ishal
vakalarinin goriilme orant %50°den yiiksek oldugu ve
ishale bagh buzag: 6lim oranin %?1.5-8 arasinda degistigi
rapor edilmektedir (Frank ve Kaneene 1993). Ulkemizde
buzagi ishalleri yiiksek morbidite ve mortalite ile
seyreden, tedavi masraflarinin yiiksek olmasi, performans
diisiikligii ve 6liim nedeni ile 6nemli ekonomik kayiplara
yol acan bir problem olarak giincelligini korumaktadir
(Uzlu ve ark. 2010). Buzagi ishallerinin yiiksek mortalite
orani ile seyretmesi, etiyolojik faktorlerin cok karmasik
olmasi nedeniyle, etkili bir tedavi yapilmasinin zorlugu ve
sivi-elektrolit tedavisinin yeterli, diizenli ve dogru
yapilmamasina baghdir (Kozat 2000). Yenidogan buzag:
ishallerinin olusumda tek nedenin rol oynamadigl ve
multifaktoriyel bir etiyolojinin de rol oynadigi rapor
edilmektedir (Cho ve Yoon 2014). Bu etkenler arasinda; E.
coli, Salmonella spp., Cl. perfringens, Camphylobacter jejuni,
Chlamydia spp. gibi entoropatojenik bakteri tiirleri,
Rotavirus, Coronavirus gibi  viruslar, Coccidia,
Cryptosporidium, Giardia gibi paraziter etkenler, cevresel
faktorler, bakim ve beslenme bozukluklary, enzim
noksanliklar1 ve buzaginin immiinolojik durumunun rol
oynadig1 bildirilmistir (Snodgrass ve ark. 1986; Kozat
2000; Kalinbacak 2003; Murat ve Balik¢1 2012).

ishal; buzag yetistiriciliginde neonatal dénem hastaliklari
icerisinde Onemli sorun olarak giincelligini korumakta
olup ve buzagilarda gelisme geriligi (Gulliksen ve ark.
2009), olimler ve tedavi masraflar1 nedeniyle gerek
ilkemizde (Kozat 2000) ve gerekse diinyada oOnemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Radostits ve ark.
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2008). Bu kayiplarin, buzagi ishallerine neden olan
etmenlerin hizli bir sekilde belirlenmesi ve etkili bir tedavi
ile en aza indirilebilecegi belirtilmektedir (Kalinbacak
2003).

Yenidogan ishalli buzagilarda hematolojik parametreleri
ilgili yapilan calismalarda hematokrit deger (Constable ve
ark. 1996), eritrosit sayisi, total lokosit sayisi notrofil
sayisi ve hemoglobin degerlerinde yiikselme goriildiigi ve
l6kositozisin, gastrointestinal enfeksiyona karsi viicudun
reaksiyonu sonucu olustugu bildirilmektedir (Seridhar ve
ark. 1998). Baska bir calismada ise ishalli buzagilarda
dehidrasyon derecesi ile Hct deger arasinda pozitif bir
iliskinin oldugunu, dehidrasyon siddetinin Hct degerden
belirlenebilecegini bildirmektedirler (Constable ve ark.
1996). Bu arastirmada ishalli buzagilarin total 16kosit
sayist ve hemoglobin degerleri saghkli buzagilarin total
lokosit sayis1 ve hemoglobin degerlerine gore ytliksek
tespit edildi. Bu veriler arastiricilarin verileriyle paralellik
arz ettigi belirlendi (Karademir ve Sendil 2001; Ozkan ve
Akgiil 2004). Ayni zamanda bu cahsmada MCV ve MCH
degerlerindeki artislar hemoglobin konsantrasyonundaki
artistan kaynaklanmaktadir.

Rotaviriis, Bovin Coronaviriis (BCoV), E. coli F5 ve
Cryptosporidium  tiirleri uluslararas1 dlizeyde gencg
buzagilarda akut ishalin en Onemli enteropatojenleri
olarak kabul edilmektedir (Gulliksen ve ark. 2009). Ishalli
buzagilarda Coronavirus ve Rotavirus enfeksiyonlarinin
teshisi genellikle gaitada virusun ya da virus antijenlerinin
varliginin saptanmasi esasina dayanmaktadir (Alkan
1998). E. coli K99/F5 1-4 giinliik buzagilarda genellikle
ishale sebep olurken, Rotavirus, Coronavirus ve
Cryptosporidium  parvum  ¢ogunlukla 1-4 haftalik
buzagilarda ishale sebep olur. Yenidogan buzagilarda
ishalin prevalansi E. coli i¢in %?2.6-45.1, Rotavirus i¢in
%17.7-79.9 ve Cryptosporidium parvum %27.8-63
arasinda degistigi rapor edilmektedir (Meganck ve ark.
2014). Ulkemizde degisik zamanlarda ve degisik yorelerde
yenidogan ishalli buzagilarin etkenlerinin prevalans ile
ilgili olarak pek cok arastirma yapilmistir (Cabalar ve ark.
2000; Eskiizmirliler ve ark. 2001; Ozkan ve ark. 2001; Al
ve Balikg1 2012; Arslan ve ark. 2015). Van ilinde %17.97
Rotavirus, %1.12 Coronavirus (Cabalar ve ark. 2007), Kars
yoresinde %69.3 E. coli ve %5.94 Cryptosporidium spp.,
%17.8 Rotavirus (Aydin ve ark. 2001), %33.6 oraninda
Rotavirus (Yazict ve Akca 1993), %53 Rotavirus
bulduklarini rapor etmektedirler (Burgu ve ark. 1995).
Calismamizda ishalli buzagilarda %4 Rotavirus, %5
Rotavirus + E. coli, %6 E. coli %12 Rotavirus +
Cryptosporidium %4 Rotavirus+Giardia ve %7 E.
coli+Coronavirus enterojen patojenleri tespit edildi. Elde
ettigimiz veriler baz arastiricilarin (Cabalar ve ark. 2007),
verileriyle benzerlik gosterirken, bazi arastiricilarin
(Yazia ve Akga 1993; Burgu ve ark. 1995) verilerden
diisiik bulundu. Elde edilen oranlardaki degisimlerde
bolgesel farkliklar, barinak kosullari ve hayvan bakicilarin
biling diizeyi rol oynamaktadir.

Cryptosporidium parvum ve Giardia intestinalis hayvanlarin
bagirsaklarda yaygin olarak bulunan parazitlerdir (Degerli
ve ark. 2005). Cryptosporidium yenidogan ve geng
buzagilarda ishale neden olan o6nemli protozoal bir
parazittir (Degerli ve ark. 2005; Brook ve ark. 2008).
Cryptosporidium tedavisi zor olup, ishalli ve ishali olmayan
hayvanlarda bulunabilmektedir (icen ve ark. 2013).
Tirkiye'nin farkli bolgelerinde yapilan ¢alismalarda
buzagilarda, Cryptosporidium spp. ookistlerine Ankara’da
%35.8, Karacabey harasinda %26.7, Elazig’'da %7.2 ve
Erzurum’da %22.8 oranlarinda tespit etmislerdir (Al ve
Balik¢1 2012). Hakkari yoresinde yapilan bir arastirmada

ise Cryptosporidium spp. ookisti en fazla 3-6 aylik
buzagilarda (%31.70), en az ise 12-36 aylk sigirlarda
(%11.76) tespit ettiklerini bildirmektedirler (Goz ve ark.
2007). Bu ¢alismada ishalli buzagilarda ishal etkenleri
incelendiginde, 10 buzagida Cryptosporidium saptanirken
12 buzagida Rotavirus+Cryptosporidium belirlendi (Tablo
5). Belirlenen bu oranlar arastiricilarin (Al ve Balikel
2012) Erzurum icin verilen oranlara yakin bulunurken,
diger yoredeki oranlara gore disik bulundu.
Arastirmamizda bu oranlarin yiiksek olmasinin nedeni ise
calismaya alinan ishalli buzagilarin ¢ogunun yasca bir
ayliktan biiyiik olmasindan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada Cryptosporidium kaynakl
ishalli buzagilarla ilgili sayisal deger arastiricilarin
Cryptosporidium ilgili verilerini desteklemektedir (Goz ve
ark. 2007).

Bu arastirmada ise Siirt yoresinde hizl diagnostik testle
diski ornekleri incelendiginde; ishalli buzagilarda %4
Rotavirus, %5 Rotavirus+E. coli, %6 E. coli %12
Rotavirus+Cryptosporidium, %10 Cryptosporidium, %4
Rotavirus+Giardia ve %7 E. coli+Coronavirus enterojen
patojenleri tespit edildi. Ancak hizl tani kitindeki etkenler
disinda tespit edilmeyen ve ishal goriilen vakalarda
nutrisyonel, genetik, cevresel ve yonetimsel gibi pek ¢ok
faktoriin rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Bu calismada hizli
tan1 kitindeki etkenler disinda tespit edilmeyen nedenler
diger faktorler olarak degerlendirildi. Calismamizda ishalli
buzagilarda tespit edilen etkenlerin oramni diger faktorlere
gore diisiik bulundu. Bu durumun buzagi ishallerinin
olusumunda; viral, bakteriyel ve paraziter etkenlerin yani
sira barinak kosullarinin elverissiz olmasi (Gulliksen ve
ark. 2009), hayvan bakicilarinin egitim diizeyinin
disiikligi, yeterli diizeyde ve zamaninda kolostrumun
verilmemesi, gobek  kordonun dezenfeksiyonun
yapilmamasi, hastaligin kontroliiniin zor olmasi gibi birgok
faktorden kaynaklanmaktadir (Kozat 2000).

Sonu¢ olarak; Siirt yoresinde yeni dogan ishalli
buzagilarda ishale neden olan enterojen patojenlerin
varligi ve dagilimi hakkinda bir veri ortaya konuldu ve elde
edilen bu verilerle Siirt yoresinde ishalli buzagilarla ilgili
gelecekte yapilacak olan bilimsel ¢alismalara 151k tutacagi
kanisina varildi
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SUMMARY This study was aimed to investigate the effects of acidified sodium chlorite (ASC) and ASC containing sauce on
chicken chops contaminated with Listeria monocytogenes. Chicken chops were experimentally contaminated
with L. monocytogenes. For the bacterial inhibition, the chops were treated with sauce, ASC (200 ppm and
1800 ppm) and ASC containing sauce. The groups are planned according to the proportions of
decontaminants applied and the estimated shelf life of the product. Contaminated 8 groups chops (1 group
contaminated control) were placed in plastic containers, and kept at 4 °C for 7 days. The samples were
investigated in terms of L. monocytogenes at 0., 2., 3., 5. and 7. days. It was determined that there was
statistically significant difference between groups in terms of number of L. monocytogenes. The highest
decrease in number of L. monocytogenes was determined in group 6 on day 7 as 1.85 logiocfu/g. In this study,
the highest antimicrobial effect on L. monocytogenes was found in chicken chops kept after holding it for 2
minutes in solution containing 1800 ppm ASC. In conclusion, ASC solution decreases the risk of L.
monocytogenes in chicken chops.

Key Words: Acidified Sodium Chlorite, Chicken Chop, Decontamination, Listeria monocytogenes, Sauce

OZET Asidifiye Sodyum Klorid ve Asidifiye Sodyum Klorid iceren Sosun Broiler
Pirzolalarinda Listeria monocytogenes Uzerine EtKisi

Bu calismayla Listeria monocytogenes ile kontamine edilen broiler pirzolalarinda asidifiye sodyum Kklorit
(ASK) ve asidifiye sodyum klorit iceren sosun etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Broiler pirzolalar1 L.
monocytogenes ile deneysel olarak kontamine edilmistir. Broiler pirzolalar1 bakteriyel azalma i¢in ASK (1200
ppm ve 1800 ppm) ve ASK iceren sos ile muamele edilmistir. Gruplar, uygulanan dekontaminantlarin
oranlarina ve {Urlnin tahmini raf 6mriine gore planlanmistir. Kontamine edilen 8 grup (1 grup
kontaminasyon kontrol) plastik kaplara yerlestirilerek at 4 °C’de 7 giin depolanmistir. Gruplar uygulanan
dekontaminanatlarin oranlarina ve iiriiniin tahmini raf émriine gére planlanmigtir. Ornekler 0., 2., 3., 5. ve 7.
giinlerinde L. monocytogenes agisindan incelenmistir. L. monocytogenes sayis1 agisindan gruplar arasinda
farkin istatistiksel bakimdan 6nemli oldugu belirlenmistir. L. monocytogenes agisindan en biiyiik azalma 1.85
logio kob/g ile depolamanin 7. giiniinde 6. grupta (1800 ppm ASK iceren soliisyon) belirlenmistir. Bu
calismada broiler pirzolalarinda L. monocytogenes lizerine en biiyiik etkinin 1800 ppm ASK iceren soliisyonda
2 dk bekletilmesiyle saglanmistir. Sonug¢ olarak ASK broiler pirzolalarinda L. monocytogenes riskini
azaltmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Asidifiye Sodyum Klorid, Broiler Pirzolasi, Dekontaminasyon, Listeria monocytogenes, Sos

INTRODUCTION depending on butchery hygiene (Mead 2004a). Because

Listeria monocytogenes is one of the principle causative
agents in foodborne diseases, it was chosen for the
contamination of the material in our study. This bacteria is
a gram-positive and facultative intracellular foodborne
pathogen that causes listeriosis (Martin et al. 2014). The

The broiler carcass can be contaminated during
slaughtering, scalding, defeathering, laying open,
evisceration, cooling, splitting and packaging by personnel,
water or devices-equipment (Arslan 2002). While central

parts of meats obtained from healthy animals are sterile,
outer parts may be contaminated with microorganisms

low microbiological limits are important for broiler meats
kept in cold because these bacteria can reproduce at
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refrigerator temperature. For people whose bowel systems
are sensitive, L. monocytogenes leads to encephalitis,
septicemia and meningitis. Moreover, it leads to abort,
congenital malformations and stillbirth in pregnant
women (Pickering et al. 2012; Ahmed et al. 2015). It was
emphasized that red and broiler meats in USA constitute
the group with highest risk in terms of L. monocytogenes.
Among samples obtained from sales points; E. coli
0157:H7 was detected in 7% of turkeys and 12% of
broilers while 24% of broiler carcasses and 12% of pre-
cooked products were found to be positive in terms of L.
monocytogenes (Mead 2004b).

Previous studies (Border et al. 1990; Mead 2004a),
showed that more than 50% of processed broiler meats
are positive in terms of L. monocytogenes while there are
generally low numbers of L. monocytogenes uncooked
broiler meats (<1 cfu/cm2-skin). Presence of L.
monocytogenes in foods and food processing locations was
previously reported in Ireland (Leong et al. 2014). Yang et
al. (2016) reported that presence of L. monocytogenes in
fried meat was 2.47%.

For decontamination of broiler carcasses, biological and
chemical materials and physical methods are used.
Although many materials were tried for this purpose, only
some of them have gained implementation fields in
industry (Hwang and Beuchat 1995; Rodriguez-de-
Ledesma et al. 1996; Mead 2004a;). Acidified sodium
chlorite (ASC) is prepared by adding any acid into liquid
sodium chloride solution. In America, Food and Drug
Administration (FDA) approved the usage of ASC solution
(500-1200 ppm) in final products for decontamination in
red meats (USFDA 1998).

Natural food additives are generally more preferable in
regard to food safety and this idea becomes more popular
(Kim and Rhee 2013). Nowadays, many food matters are
treated by sauces containing antimicrobial plants. For this
reason, the aim of this study is to determine the effects of
sauces containing plant material on the proliferation of L.
monocytogenes.

This research was conducted in order to examine the
effects of ASC and ASC containing sauce on L.
monocytogenes in chicken chops which are experimentally
contaminated.

MATERIALS and METHODS

In this research, 100 g-weight chicken chops were used.
The samples were obtained from local markets. Chops
were separated from skin and bones but not put into
decontamination tank. Eight groups were clustered in
research, one was control. The control group was formed
from the contaminated chops  without any
decontamination processing. Research was repeated for 3
times and 40 pcs of chicken chops were used at each
repeat. As decontamination material, sodium chloride
(25% solution, Merck 8.14815) and citric acid (Merck
242.1000) were used. Solutions of ASC were prepared
according to description of Ozdemir et al. (2005). In our
preliminary study showed that sauce groups containing
1200 ppm ASC had no sufficient antibacterial effects. For
this reason, ASC was applied in the dose of 1800 ppm.
Dose of ASC at 1800 ppm was used in some groups to
evaluate the difference between the dose group of 1200
ppm which is the upper recommended limit for ASC in the
USA and some other countries (USFDA 1998).

For sauce, the amounts and content of mixture is as
follows; tomato paste (200 g), paprika paste (200 g),
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sunflower oil (180 ml), garlic (140 g), red pepper (15 g),
thyme (15 g), black pepper (5 g), cumin (5 g), salt (45 g),
natural lemon juice (195 ml).

By taking 2.64 ml of 1200 ppm ASC solution, it was placed
in containers with 500 g chicken chops and 50 g sauce
(10% of the weights of chops) mixture, and then mixed. In
order to prepare the sauce containing 1800 ppm ASC 3.96
ml of solution which was covered to 250 ml was taken. The
rest of process was same with those above. These
solutions prepared were used in 10 minutes.

RSKK 472 L. monocytogenes 1/2b, RSKK 474 L.
monocytogenes 3a, RSKK 475 L. monocytogenes 4b, RSKK
476 L. monocytogenes 4c and RSKK 02028 L.
monocytogenes strains obtained from Refik Saydam Public
Health Center were used in research. Target contamination
level on chop surfaces was 106-107 cfu/g, the contaminated
solution containing 107-108 cfu/ml L. monocytogenes
(mixture of 5 strains) were applied on all of chop surfaces
with sterile brush. After inoculation, the chops were held
for 4 min to provide adhesion of the pathogen to the
surface. Then, in order to determine the level of
contamination, samples were taken and microbiological
inoculation was conducted. The groups without ASC
implementation were placed in polyethylene containers
after being kept in ASC solution for 2 minutes and then
containers were closed. All of the groups were kept at 4 °C
for 7 days. Samples were investigated in terms of L.
monocytogenes at 0, 2, 3, 5, and 7 days.

The groups were formed as the following; 1) control
(contaminated with 5 strains, without ASC or sauce
application), 2) the sauce without any ASC was applied, 3)
kept for 2 minutes in solution containing 1200 ppm ASC,
4) kept for 2 minutes in solution containing 1200 ppm ASC
and then sauce was applied, 5) the sauce with 1200 ppm
ASC was applied, 6) kept for 2 minutes in solution
containing 1800 ppmASC, 7) kept for 2 minutes in solution
containing 1800 ppm ASC and then sauce was applied, 8)
the sauce with 1800 ppm ASC was applied.

Analysis of chops was performed according to the method
of USDA-FSIS (2002). The pH values of the samples were
measured in order to investigate the microbial load with
respect to the changes in pH values. pH values of samples
(at 25+1 2C) were determined (at 0, 2, 3, 5 and 7 days)
through pH-meter (pH2001, JP Selecta, Spain). Statistical
Analysis was conducted by using Statistical Analysis
System (SAS) package software (Version 8, 1999, SAS
Institute Inc.,, Cary, NC, USA). Data was subjected to
variance analysis (ANOVA). Averages were parsed
according to the method of Fisher’s Least Significant
Difference-LSD. Statistical significance was determined as
P<0.05.

RESULTS

The effects of ASC and the sauce against L. monocytogenes
on chicken chops were given in Table 1. In general, the
differences between groups were found to be significant
(P<0.05). In groups 6 and 7, significant difference was
determined between day 0 and other days (P<0.05). In
other 6 groups, no difference was determined among the
storage days (P>0.05). The highest decrease was found in
group 6 with value of 1.85 logiocfu/g on day 7 whereas, the
lowest decreased was found in group 4 with value of 0.10
logiocfu/g on day 7 (Table 1). The effect of ASC might be
decreased by sauce. The pH values determined during
storage in groups contaminated with L. monocytogenes are
given in Table 2.
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Table 1. The Effects of acidified sodium chlorite and sauce on Listeria monocytogenes in chicken chops during storage at 4 °C

(logiocfu/g, n=120)

Storage GROUPS
Days 1st group 2nd group 3rd group 4% group 5th group 6t group 7th group 8th group
0. 6.83 £0.184  6.54+ 0.154Bx 6,00+ 0.184Bx 576+ (0.23Bx  6.39+ 0.154Bx  6.02+0.7948x 559+ 0.41Bx  6.46+0.154Bx
2. 7.08+0.344x 6,77+ 0.334Bx 586+ 0.038x  5.37+0.148&  6.83+0.104 417+ 0.15% 493+ 0.11%  6.61+ 0.4548x
3. 7.11+ 0.512  6.64+ 0.344Bx 525+ 0.088¢x  5.83+0.06%*  6.85£0.374  4.39+0.05%  4.32+0.04%  6.61+ 0.4948x
5. 7.47+0.56%  6.87+0.772  541+0.168% 580+ 0.10%*  6.84%0.494  4.29+0.17%  4.81£0.13%  6.99+ 0.65%«
7. 6.94+ 0.094«  6.56+0.184x  541+0.098x 566+ 0.158  6.42+ 0.094Bx 417+ 0.04%  4.86+0.068%  7.03+ 0.494x

ABC; means in the samel ine with different superscripts are statistically different (P < 0.05).

Xy ;means in the same column with different superscripts are statistically different (P < 0.05).

1st group: Control Group (No ASC or sauce application), 2nd group: Sauce without any ASC content was applied, 3rd group:
Kept for 2 minutes in solution containing 1200 ppm ASC, 4th group: Kept for 2 minutes in solution containing 1200 ppm ASC
and then sauce was applied, 5t group:Sauce with 1200 ppm ASC content was applied, 6th group: kept for 2 minutes in
solution containing 1800 ppmASC content, 7th group: kept for 2 minutes in solution containing 1800 ppm ASC and then sauce

was applied, 8th group: Sauce with 1800 ppm ASC content was applied.

Table 2. pH values of the groups during storage at 4 °C (n = 120).

Storage GROUPS
days 1st group 2nd group 3 group 4th group 5th group 6t group 7th group 8th group
0. 6.53 +0.06 5.73+0.07 5.13+0.06 5.17 £0.07 5.25+0.07 5.07 £ 0.06 5.14 + 0.04 5.21+0.03
2. 6.74 + 0.06 5.84+0.06 5.19+0.08 5.25+0.07 5.31+0.08 5.15+0.05 5.26 + 0.04 5.33+0.07
3. 6.83 £ 0.06 5.93+0.08 5.25+0.07 5.34 £ 0.05 5.41+0.04 5.23+0.08 5.32+0.03 5.37 £ 0.03
5. 6.92 + 0.04 6.06 = 0.06 5.35+0.05 5.43 +0.03 5.53+0.06 5.25+0.06 5.34+0.06 5.41+0.07
7. 6.97 +0.03 6.15+0.08 5.46 +0.06 5.55+0.07 5.64 +0.07 5.36 + 0.04 5.45 +0.05 5.54 +0.05

Sauce pH; 3.24, ASC pH; 2.38

DISCUSSION

This research was conducted in order to examine the
effects of ASC solution and sauce containing ASC on L.
monocytogenes in keeping chicken chops contaminated
with that pathogen at 4 °C. Del Rio et al. (2007), stated that
an important residual effect was observed in number of L.
monocytogenes and Salmonella when keeping drumsticks,
which were hold in solution containing 1200 ppm ASC for
15 minutes, in storage for 0, 1, 3, and 5 days. In this study,
it was determined that ASC solution in groups 6 and 7
provides antibacterial effect on L. monocytogenes.

During our research, the antimicrobial effect on number of
L. monocytogenes increased (0.10 - 1.85 logiocfu/g) in
parallel with storage duration with usage of solutions
containing 1200 ppm and 1800 ppm ASC. The highest
reduction was found to be between control group and
groups immersed into ASC solutions on day 7 in group 6
with 2.77 logiocfu/g reduction. Similarly, 2.86 logiocfu/g of
reduction was found between in group 8 to which sauce
containing 1800 ppm ASC and in group 6 immersed into
ASC solution the end of storage duration. These results
showed similarities with those reported by Del Rio et al.
(2007), Lim and Mustapha (2004), and Ozdemir et al.
(2005).

No study about the combinations of sauces and ASC
solutions were found during conducted literature
researches. In addition, sauces prepared by soy has been
used. Moon and Rhee (2016), reported that thymol and
carvacrol added soy sauce has considerably decreased the
number of L. monocytogenes. Burt (2004) reported that

Gram (+) bacteriae are more sensitive to carvacrol and
tymole. In the present sauce, the sauced groups thyme has
no effects on L. monocytogenes. In group 4 where sauce
was applied after sinking in solution containing 1200 ppm
ASC, 1.28 logiocfu/g decrease in number of L.
monocytogenes in proportion to control group was found
at the end of day 7. Similarly, in group 5 where sauce
containing 1200 ppm ASC was applied, 0.52 logiocfu/g
decrease in number of L. monocytogenes in proportion to
control group was found at the end of day 7. However, in
group 7 where sauce was applied after sinking in solution
containing 1800 ppm ASC, 2.08 logiocfu/g decrease in
number of L. monocytogenes in proportion to control group
was found at the end of day 7. Differently, in group 8 the
sauce containing 1800 ppm ASC, the number of L.
monocytogenes on day 7 has increased at a level of 0.57
logiocfu/g compared to day 0. The lower antibacterial
effects of implementation of sauce containing ASC can be
attributed to that the materials used in sauce mixture
acted as barrier by cohering on surfaces of samples, or that
they conjoined with materials in sauce combination, or
that they reacted with materials in sauce combination. The
highest antimicrobial effect among groups was determined
in samples kept at 4 °C after sinking in solution containing
1800 ppm ASC.

In groups where only sauce was applied, the obtained
results were similar with those in control group. The used
sauce composition had no antimicrobial effect on L.
monocytogenes. We believe that its reason is that the
concentrations used in sauce composition were not
enough in order to create antimicrobial effect. Zarai et al.
(2013), reported that black pepper (due to containing of
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piperine and piperic acid) is efficient on Gram (-) bacteria
more than Gram (+) bacteria. Ting and Deibel (1992),
reported that black pepper, garlic and red pepper have no
antimicrobial effect on reproduction of L. monocytogenes
up to 3% concentration. The carvacrol and thymol
contained by thyme has the effect of elimination of L.
monocytogenes and other pathogens when added in soy
sauce (Moon and Rhee 2016). Garlic has thiosulphinate
compounds which have antimicrobial effects (Rhoades et
al. 2013). In the present study, the effects of tyhyme, garlic
and black pepper could not be determined on L.
monocytogenes in regard to dose and the amount.

The increases in pH value depending on storage duration
in this study can be attributed to increase in microbial
reproduction. Koutsoumanis et al. (2004) reported that
the proliferation of L. monocytogenes needs pH 5.1 at 15
°C. As there is inclination to increase in pH during storage,
no negative effects on L. monocytogenes were determined.
In the present study, the groups (6 and 7) which was
directly added 1800 ppm ASC had the lowest pH levels.
The samples that kept in low temperature inhibited L.
monocytogenes by increasing ASC concentration.

CONCLUSION

According to results obtained in this study, it was
determined  that the implementations showed
antimicrobial effect on L. monocytogenes in some groups.
This effect is ranged as immersing in ASC solution, sauced
up after immersing in ASC solution and implementation of
sauce containing ASC. During this study, the solution
containing 1800 ppm ASC (immersion method) created the
highest effect on L. monocytogenes. It was revealed that the
effective methods can be used for eliminating the bacterial
risks arising from broiler meats. It is thought that better
effects can be obtained by changing the rates of spices.
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SUMMARY

In this study, Enterococcus faecium isolates obtained from mastitis cattle were investigated for carrying the
most important bacteriocin structural genes enterocin A (entA), enterocin B (entB), enterocin P (entP) genes.
The study material was 620 milk samples taken from mastitic cattle. Enterococcal isolation was performed
using classical bacteriological methods in selective media. Molecular methods were used to in order to
conduct the identification of genus and species as well as the presence of enterocin genes. As a result of
isolation studies, 15.5% (96 isolates) of enterococci were isolated; of which 13.5% (13 isolates) were E.
faecium. entA and entB genes bacteriocin structural genes were determined to be 30.8% (4 isolates) and the
entP gene 7.7% (1 isolate). There were two gene combinations: the first one with 23.0% (3 isolates) entA +
entB gene combination and the second with 7.7% (1 isolate) entA + entB + entP genes. This study showed
that E. faecium strains obtained from mastitic cattle milk could potentially synthesize bacteriocin because
they have potency to carry bacteriocin genes. It is believed that further studies are needed to determine the
distribution of bacteriocin genes in other enterococci isolated from bovine milk of mastitis and to search for
potential use of bacteriocins in this area.
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OZET

Mastitisli Sigir Siit Orneklerinden Elde Edilen Enterococcus faecium izolatlarinda
Bazi Bakteriyosin Genlerinin Saptanmasi*

Bu calismada mastitisli sigirlardan elde edilen Enterococcus faecium izolatlarinin, en dnemli bakteriyosin
yapisal genleri olan enterosin A (entA), enterosin B (entB), enterosin P (entP) genlerini tasima potansiyelleri
arastirildi. Calisma materyalini 620 mastitisli sigirdan alinan siit érnekleri olusturdu. Enterokok izolasyonu
selektif besiyerinde klasik yontemler kullanilarak gerceklestirildi. Cins ve tiir diizeyinde identifikasyon ile
bakteriyosin gen varliklarim belirlemek icin molekiiler ydntemler kullanildi. izolasyon ¢alismalari sonucunda
%15.5 (96 izolat) enterokok izole edilirken; bunlarin %13.5 (13 izolat)'unun E. faecium oldugu belirlendi.
Bakteriyosin yapisal genlerinden entA ve entB genleri izolatlarin %30.8 (4 izolat)’'inde belirlenirken; entP
geni %7.7 (1 izolatta) bulunuyordu. iki gen kombinasyonu mevcuttu: Bunlardan birincisi %23.0 (3 izolat)
oraninda entA+entB gen kombinasyou ikincisi ise %7.7 (1 izolat) oraninda entA+entB+entP genlerinin
birlikte goriildiigii kombinasyondu. Bu ¢alisma ile mastitisli sigir stitlerinden elde edilen E. faecium suslarinin
bakteriyosin genlerini tasima potansiyeline sahip olduklar1 dolayisi ile bakteriyosin sentezleyebilecekleri
belirlendi. Mastitis sigir siitiinden izole edilen diger enterokoklarda bakteriyosin genlerinin dagilimini
saptamak ve bakteriyosinlerin bu alanda kullanim potansiyelini aramak icin daha fazla ¢alisma yapilmasina
ihtiya¢ duyulduguna inanilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Enterococcus faecium, S1gir, Mastitis, Bakteriyosin, Gen

GIRIiS

Bakteriyosinler bazi bakteriler tarafindan sentezlenen
kii¢iik, 1siya dayamkl peptidlerdir. Diger bakterilere karsi
etkilidirler ve iretici bakteri kendi bakteriyosinine karsi

spesifik

Bakteriyosinlerin, bircok bakteri tarafindan sentezlendigi

diisiiniilmektedir. Bakteriyosinler bakteriyosin liretmeyen
diger bakterilerin protein sentez mekanizmasini bozarak
bunlarin o6liimiine neden olmakta veya gelisimlerini
engellemektedirler.  Bunu  yaparken = muhtemelen
bakteriyosin iiretmeyen mikroorganizmalar iizerinde
rekabet agisindan bir istiinliik saglayarak hayatta kalma
sanslarim  artirmaktadirlar (Franz ve ark. 2007).

bagisikhik mekanizmasina sahiptir.
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Antibiyotiklere karsi direngli sus olusumu c¢ok sik
goriilmesine ragmen, bakteriyosinlere karsi direncli sus
gelisimi olduk¢a nadirdir. Toksik degillerdir; renksiz,
tatsiz, kokusuzdurlar. Bakteriyosinler, veterinerlik ve tip
alanlarinda dogal antibiyotik ve hastaliklar tedavi edici
olarak kullanilirken gida sektoriinde de biyokoruyucu
ozelliginden dolay1 tercih edilmektedir (Foulquie Moreno
ve ark. 2006).

Bakteriyosin iireten suslarin, ayni ekosistemde yasayan
bakteriyosin liretmeyen diger bakteriler iizerine ekolojik
ustiinliigi bulunmaktadir. Laktik asit bakterilerinden olan
enterokoklar, iiretici mikroorganizma ile yakindan ilgili
suslara karsi inhibitor etkinligi olan enterosinler olarak
isimlendirilen bakterioyosinler (antimikrobiyal peptidler)
iretebilir (Nes ve ark. 2007).

Enterokoklar tarafindan tretilen pek ¢ok bakteriyosin
bulunmakla birlikte; bunlardan en 6nemlileri enterosin A,
enterosin B ve enterosin P'dir (Franz ve ark. 2007). entA,
entB ve entP sirasi ile bu bakteriyosinlerin yapisal
genleridir. Bir enterokokda bakteriyosin yapisal genlerinin
saptanmasl her zaman enterosin iiretimi anlamina gelmez
(Strompfova ve ark. 2008) ama bakteriyosin iiretme
potansiyeli olan izolatlarin pratik anlamda belirlenmesi
acisindan 6nemli olabilir. Pek¢ok arastirmaci enterosin
yapisal geninin bulunmasinin, ilgili enterosinin iiretimi
anlamina gelmedigini ve sessiz bakteriyosin genlerinin
varligini bildirilmislerdir (Eaton ve Gasson 2001; Semedo
ve ark. 2003; Poeta ve ark. 2007). Nes ve ark. (2007);
bakteriyosin genlerinin belirlenmesinin ilgili bakterinin
mutlaka  antibakteriyel aktiviteye = sahip  olmasi
gerekmedigini ve saptanabilir antibakteriyel aktivitenin
olmamasinin da bakteriyosin iliretimi olmadigl anlamina
gelmedigini bildirilmistir. Bunun nedeni, ilk olarak, bazi
peptid bakteriyosinler hedef bakteri lizerine dar
spektrumda etkili olabilir, bu da duyarh bir indikatér
kullanimi i¢in anahtar bir éneme sahiptir. Ikincisi, peptid
bakteriyosin  iiretiminin  siklikla  diizenlenmesidir.
Antibakteriyel aktivite iiretiminin yetersizligi genellikle
fonksiyonel olmayan bir genetik sistemle iliskilidir (Nes ve
ark. 2007).

Gida, yem, hayvan izolatlari, klinik ve klinik olmayan insan
izolatlarinin irettigi enterosinlerin incelendigi yayinlar
(Du Toit ve ark. 2000; Del Campo ve ark. 2001; De Vuyst ve
ark. 2003; Hugas ve ark. 2003) mevcut olmakla birlikte,
mastitisli sigir siitlerinden izole edilen enterokok
suslarinin  bakteriyosin  olusturma  kapasitelerinin
incelendigi sinirh sayida calisma bulunmaktadir (Kim ve

ark. 2008). Bu calismada da, bakteriyosin olusturma
potansiyellerinin incelenmesi amaci ile mastitisli sigir
siitlerinden elde edilen toplam 30 izolat (Aerococcus
viridans, Lactococcus lactis, Streptococcus dysgalactiae,
Enterococcus  spp.,  Staphylococcus  aureus, and
Staphylococcus simulans) 72 indikator bakteri ile yumusak
agar yontemi kullanarak test edilmistir. Calisma
sonucunda, Kore'de subklinik mastitise neden olan baskin
patojenlerden olan koagiilaz negatif stafilokok (CNS)
tiirleri de dahil olmak {izere indikator suslar tlizerine L.
lactis’in belirgin bir antibakteriyel etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Bizim calismamizda da, yéremizde mastitisli
sigir siitlerinden izole enterokok tiirleri icerisinde halk
saghigi acisindan 6nemli bir tiir olan Enterococcus faecium
sikhgim1  belirlenmesi, bu izolatlarda en o6nemli
bakteriyosin yapisal genlerinden olan entA, entB,entP
genlerini tasima potansiyellerinin polimeraz zincir
reaksiyonu ile belirlenmesi amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Calismada materyal olarak, rutin teshis amaci ile getirilmis
olan ve son iki y1l icerisinde saha calismalar1 esnasinda
toparlanan, hepsi laktasyon doéneminde, son bir ayda
antibiyotik tedavisi almamis, 3-9 yaslar1 arasinda,
Holstayn 1rki ineklerden, veteriner hekim tarafindan
alinmis 620 klinik veya subklinik mastitisli siit 6rnegi
kullanildi. Klinik mastitisli ineklerde fiziksel muayenede
meme loblarinda anormallik (siskinlik, sicaklik, agri,
kizariklik ya da sulu, kanli, pihtili siit gibi) gézlemlenirken;
subklinik mastitisli olan ineklerin belirlenebilmesi amaci
ile Kalifornia Mastitis Testi (CMT) kullanildi.

Besiyerleri

Siit orneklerinden selektif olarak enterokok tiirlerinin
izolasyonu amaciyla Chromocult® Enterococci Broth (EB)
(Merck) ve BBL™ Enterococcosel Agar (EA) (BD),
organizmalarin tuz toleranslarini tespit etmek icin %6.5
NaCl iceren Nutrient Broth (NB) (Oxoid) ve izolatlarin
saklanmasinda %20 gliserinli Brain Heart Infusion Broth
(BHIB) (Merck) kullanildi.

Primerler

Calismada kullanilan primerlerin sekanslari, amplikon
uzuluklari, hedef genleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Kullanilan primerlerler dizileri, amplikon uzunluklari, hedef genleri
Table. 1. Sequences, amplicon lengths, target genes of used primers

Primer Sekans (5’-3’) Amplikon uzunlugu (bp) Hedef Gen Kaynak
Entl TACTGACAAACCATTCATGATG
112 tuf Ke ve ark 1999
Ent2 AACTTCGTCACCAACGCGAAC
FAC11 GAGTAAATCACTGAACGA
1.091 ddl g faecium Vilela ve ark 2006

FAC21 CGCTGATGGTATCGATTCAT

GCTACGCGTTCATATGGTAAT

entP TCCTGCAATATTCTCTTTAGC
GGTACCACTCATAGTGGAAA

entA CCCTGGAATTGCTCCACCTAA

- CAAAATGTAAAAGAATTAAGTACG

AGAGTATACATTTGCTAACCC

138 Enterocin A

201 Enterocin B

Enterocin P Cintas ve ark 1997

De Vuyst ve ark 2003

De Vuyst ve ark 2003
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Metot
Enterokok izolasyonu

Mastitisli sigirlardan alinan siit 6rnekleri laboratuvara
getirildikten sonra, EB’a bir 6ze dolusu inokule edildiler.
Buyyonlar aerob kosullarda 37°2C’de, besiyerinin parlak
sar1 rengi mavi-yesil renge doniisiinceye kadar, yaklasik
24-72 saat inkiibe edildi. Daha sonra renk degisimi olan
kiltiirlerden selektif EA’a ekimleri yapildi. Besiyeri
372C’de aerob kosullarda 24-48 saat siireyle inkube edildi.
Siirenin sonunda iireyen siyah, koyu kahverengi koloniler
enterokok tiirleri yoniinden siipheli kabul edilerek
incelenmek tlizere tekrar EA’a pasajlandi.

Enterococcus spp. ve E. faecium identifikasyonu

Enterokoklarin cins diizeyinde ayrimi icin ekilen selektif
besiyerinde siyah, koyu kahverengi iireyen enterokok
siipheli kolonilere Gram boyama, %6.5 tuz iceren NB'da
ireme ve katalaz testleri yapildi (Lanthier ve ark. 2010).
Gram pozitif kok seklinde goriilen, %6.5 tuz iceren, NB’da
ireyebilen ve katalaz negatif olan kolonilerin
identifikasyonlar1 i¢in EA pasajlar1 yapildi ve 372C’'de 24-
48 saat inkube edildi. Siire sonunda siipheli koloniler PZR
ile incelenene kadar -202C'de %20 gliserinli BHIB
icerisinde saklandi.

izolatlardan DNA ekstraksiyonu ticari bir genomik DNA
ekstraksiyon kiti (InstaGene Matrix, BIO-RAD, Almanya)
kullanilarak  iretici  firmanin  onerdigi = sekilde
gerceklestirildi. DNA saflik kontrolii ve miktar tayinleri
yapildiktan sonra PZR’da kullanildi.

PZR

Calismada enterokoklar cins diizeyinde identifikasyonu
icin tuf geni (Ke ve ark. 1999), bu enterokoklar icerisinde
E. faecium’un tiir diizeyinde identifikasyonu i¢cin ddIEfaecium
geni (Vilela ve ark. 2006) daha onceki ¢alismalarda
bildirildigi gibi PZR ile yapildi. Calismada sikluslar 95 °C’de
5 dak. baslangi¢ denatiirasyonu takiben; 95 °C’de 30 sn.
denatiirasyon, 52 °C (entP), 53 °C (E. faecium), 54 °C
(entB), 55 °C (Enterococcus sp. entA) baglanma,72 °C 60
sn. uzama toplam 30 dongi, 72 °C’de 15 dak. son uzama
olacak sekilde ayarlandi.

BULGULAR

izolasyon

Bu calismada 620 klinik/subklinik mastitisli siit 6rneginin
incelenmesi sonucunda toplamda %15.5 (96 izolat)
oraninda enterokok stipheli izolat elde edildi.

PZR

Doksan alti enterokok siipheli izolat ile yapilan PZR
sonrasinda 96 izolatin hepsinde 112 bp uzunlugunda
amplikon elde edildi ve Enterococcus spp. olarak
tanimland (Sekil 1).

Enterococcus spp. olarak tanimlanan 96 izolat DNA’s1 ile
yapilan PZR sonrasinda, izolatlarin 13 (%13.5)’inde 1091
bp uzunlugunda amplikon elde edildi ve bunlar E. faecium
olarak identifiye edildi (Sekil 2).

200 bp
112bp
100bp

Sekil 1. Enterococcus sp.nin tuf geninin PZR ile
saptanmasi 1-13: Enterococcus sp. saha izolatlarn PK:
Pozitif kontrol (E. faecalis ATCC 29212, 112 bp) NK:
Negatif kontrol (E. coli ATCC 25922) M: 100 bp DNA ladder
(Vivantis)

Figure 1. The PCR assay of tuf gene for the detection of
Enterococcus sp.1-13: Enterococcus sp. field isolates PK:
Positive control for tuf gene (E. faecalis ATCC 29212, 112
bp), NK: Negative control (E. coli ATCC 35150) M: Marker
(GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Vivantis)

Sekil 2. E. faecium'nin ddlgfaecum geninin PZR ile
saptanmasi belirlenmesi 1-13: E. faecium saha izolatlar1
PK: Pozitif kontrol (sekanslanmis saha izolati, 1091 bp)
NK: Negatif kontrol (E. coli ATCC 25922) M: Marker (100
bp DNA ladder, Vivantis)

Figure 2. The PCR assay of ddlgfecum gene for the
detection of E. faecium 1-13: E. faecium field isolates PK:
Positive control for ddlEfecium gene (Sequenced field
isolate, 1091 bp), NK: Negative control (E. coli ATCC
35150) M: Marker (100 bp DNA Ladder, Vivantis)

Bakteriyosin Genleri (entA, entB, entP):

On l¢ E. faecium izolatinin bakteriyosin genleri yoniinden
yapilan PZR incelemesi sonucunda izolatlarin %30.8 (4
izolat)’inin entA geni, %30.8 (4 izolat)’inin entB geni, %7.7
(1 izolat)’sinin entP geni pozitif oldugu belirlendi (Sekil 3,
Sekil 4, Sekil 5).

Sekil 3. entA geninin elektroforez goriiniimi 9,10,12,13.
entA pozitif izolatlar (138 bp) NK: Negatif Kontrol (E. coli
ATCC 25922) M: Marker (50 bp DNA Ladder, Vivantis)

Figure 3. Electrophoresis image of entA gene 9,10,12,13.
entA positive isolates (138 bp) NK: Negative control (E.
coli ATCC 25922) M: Marker (50 bp DNA Ladder, Vivantis)
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Sekil 4. entB geninin elektroforez goriiniimi 9,10,12,13.
entB pozitif izolatlar (201 bp) NK: Negatif Kontrol (E. coli
ATCC 25922) M: Marker (50 bp DNA Ladder, Vivantis)

Figure 4. Electrophoresis image of entB gene 9,10,12,13.
entB positive isolates (201 bp) NK: Negative control (E.
coli ATCC 25922) M: Marker (50 bp DNA Ladder, Vivantis)

Sekil 5. entP geninin elektroforez goriiniimii 10. entP
pozitif izolatlar (87 bp) NK: Negatif Kontrol (E. coli ATCC
25922) M: Marker (50 bp DNA Ladder, Vivantis)

Figure 5. Electrophoresis image of entP gene 10. entP
positive isolates (87 bp) NK: Negative control (E. coli ATCC
25922) M: Marker (50 bp DNA Ladder, Vivantis)

Tablo 2. E. faecium izolatlarinin tasidigl bakteriyosin
genleri
Table 2. Bacteriocin genes carried by E. faecium isolates

entP entA entB Bakteriyosin gen
kombinasyonlari
1 - - -
2 - - -
3 - - -
4 - - -
5 - - -
6 - - -
7 - - -
8 - - -
9 - + + entA, entB
10 + + + entP, entA, entB
11 - - -
12 - + + entA, entB
13 - + + entA, entB
Toplam 1 4 4

(%) (7.7 (30.8) (30.8)

Sonuglar bakteriyosin yapisal gen kombinasyonlari
yoniinden degerlendirildiginde ise iki gen kombinasyonu
mevcuttu: Bunlardan birincisi %23.0 (3 izolat) oraninda
entA+entB gen kombinasyonu ikincisi ise %7.7 (1 izolat)
oraninda entA+entB+entP genlerinin birlikte goraldiigi
kombinasyondu (Tablo 2, Sekil 6).

30

80
70
60
50
40
30

20
10
0 —

entA, entB

entP, entA, entB  Bakteriyosin geni neg

Hizolat Sayis1 H%

Sekil 6. E. faecium izolatlarinin tasidig1 bakteriyosin gen
kombinasyonlari

Figure 6. Bacteriocin gene combinations carried by E.
faecium isolates

TARTISMA ve SONUC

Enterokok cinsi bakteriler lizerine olan ilgi son yillarda, bu
bakterilerin dnemli nazokomial patojenler olarak kabul
edilmeleri ile birlikte, transfer edilebilir veya kazanilabilir
¢oklu antibiyotik direncliliklerinin bulunmasi nedeni ile de
artmistir (Eaton ve Gasson 2001). Enterokok cinsi
bakteriler insanlarin ve hayvanlarin gastrointestinal
sistemlerinde yasayan saprofit bakterilerdirler bu
karmasik ekosistemde hayatta kalmak icin ortamdaki
diger mikroorganizmalarla rekabet etmek zorundadirlar
(Lorenzelli 1994; Turtura ve Giraffa 1995).

Bakteriyosin iireten suslarin, ayni ekosistemde yasayan
bakteriyosin liretmeyen diger bakteriler iizerine ekolojik
ustiinliigii bulunmaktadir. Farkli orjinlerden izole edilen
enterokok suslarinin iirettigi enterosinlerin incelendigi
yayinlar bulunmaktadir (De Vuyst ve ark. 2003; Hugas ve
ark. 2003). Bakteriyosin iireten enterokoklarin énemli bir
kismi gidalardan (peynir, et, balik, sebze) insanlar ve
hayvanlardan (Foulquie ve ark. 2006; Branddo ve ark.
2010) izole edilmektedir. Bakteriyosin  lireten
enterokoklar aym zamanda ¢oplerden (Laukova ve Jurin
1997), atik sulardan (Marekova ve ark. 2007), farkh
ruminantlarin rumen icerikleri ve hayvansal atiklardan
(Laukova ve Marekova 2001) izole edilmistir. Bununla
birlikte hayvansal kaynaklardan izole edilmis olan
enterokok izolatlarinin incelendigi ¢alismalar sinirh
olmakla birlikte (Du Toit ve ark. 2000; Del Campo ve ark.
2001; De Vuyst ve ark. 2003), mastitisli sigir siitlerinden
izole edilen enterokok suslarinin bakteriyosin olusturma
kapasitelerinin incelendigi tek bir calismaya rastlanilmistir
(Kim ve ark. 2008). Bu c¢alismada da, enterokoklarin
yalnizca fenotipik olarak bakteriyosin olusturabilme
kapasiteleri belirlenmis olup gen tasima potansiyelleri
incelenmemistir.

Sinif II bakteriyosinler 3 grupta incelenir. Birinci grupta
pediosin ailesinin enterosinleri olan enterosin A ve
enterosin P bulunur. Ikinci grupta, lider peptid olmaksizin
sentezlenen bakteriyosinlerden olan enterosin L50A/B,
lclincli grupta ise yine biyokimyasal yapilar1 daha farkl
lineer pediosin olmayan enterosinlerden olan enterosin B
yer almaktadir (Nilsen ve ark. 2003). Farkl orjinlerden
izole edilmis olan E. faecium suslarinda tekli ve coklu
enterosin yapisal genlerinin varligi cesitli calismalarla
gosterilmistir (Poeta ve ark. 2006; Poeta ve ark. 2007;
Ozdemir ve ark. 2011). Yapilan bu calismalar genellikle
diski, cevresel ornekler ve gidalardan izole edilen
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enterokok suslar1 iizerine odaklanmistir. Yapilan bir
calismada kiimes hayvanlarinin digki 6rneklerinden 76
enterokok (43 E. faecalis, 30 E. faecium, 2 E. durans, 1 E.
hirae) izole edilmis ve bu enterokoklarda bakteriyosin gen
varligi PZR ile incelenmistir. Calisma sonucunda entA ve
entB genleri 9 E. faecium izolatinda belirlenmistir (Poeta
ve ark. 2006). Baska bir c¢alismada, entA 15 E.
faecium susunda tespit edilmekle birlikte bunlardan 12
tanesinde entB geninin de bulundugu bildirilmistir (Poeta
ve ark. 2007). Aym c¢alismada, entA,entB, ve entP gen
kombinasyonu yirtict bir kus ve bir tilkiden elde edilmis
olan 2 E. faecium izolatinda saptanmistir (Poeta ve ark.
2007). Baska bir calismada ise, ¢cevresel 6rneklerden izole
edilen 57 enterokok (34 E. faecium, 6 E. hirae, 4 E.
casseliflavus, 4 E. durans, 4 E. faecalis, 3 E. mundtii ve 2 E.
avium) izole edilmis; bunlardan 34 E. faecium izolatlarinin
22’sinin entA, entB, entP; 9’'unun entA, entB, birinin entA
ve entP yapisal genlerini tasidigim bildirilirken 2 izolatin
herhangi bir yapisal gen tasimadigi belirlenmistir
(Ozdemir ve ark. 2011)

Yapilan c¢alismalarda bakteriyosin iireten enterokok
izolatlarinin ytliksek gen tasima potansiyellerinin oldugu
bildirilmektedir (Casaus ve ark. 1997; Cintas ve ark. 2000;
Poeta ve ark. 2007). Bazi ¢alismalarda fermente gidalardan
izole edile edilmis enterokoklarda birden fazla
bakteriyosin kodlayan genin PZR ile saptanmasinin ¢ok sik
goriilmedigi bildirilmekle birlikte (Edalatian ve ark. 2012),
Ozden Tuncer ve ark. (2013) peynirden izole ettikleri 3 E.
faecium susunun birinin entA ve entB, ikisinin ise entA,
entB ve entP tasidigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada da
yukaridaki ¢alismaya benzer sekilde 3 farkh genin 2 farklh
kombinasyonuna rastlanilmistir. Bunlar %23.0 oraninda
(3 izolat) entA+entB ve %7.7 oraninda (1 izolat)
entA+entB+entP genlerinin birlikte gorildigi gen
kombinasyonlariydi. Yapilan pek ¢ok ¢alismada da benzer
gen kombinasyonlar1 bildirilmektedir (Poeta ve ark. 2006;
Poeta ve ark. 2007; Brandio ve ark. 2010; Ozdemir ve ark.
2011). Enetrokoklar arasinda genetik materyalin suslar
arasinda aktarilmasi, sik goriilen enterosin genlerinin
dagilimini saglamis olabilir (Strompfova ve ark. 2008).

Kanath hayvan ve domuz iiretiminde bakteriyosinler ve
bakteriyosin lireten bakterilerin potansiyel
avantajlarindan yararlanilmaktadir. Saflastirilmis veya yari
saflastirllmis bakteriyosinler hayvanlar1 korumak icin
hayvan yemine katki maddeleri olarak dogrudan ilave
edilebilir. Alternatif olarak, bakteryosin ilireten bakteriler,
probiyotikler ~ olarak  kullanilabilir ~ve  bakteriyel
patojenlere karsi kolonizasyon ve koruma saglamak icin
hayvanlara inokiile edilebilir. Her iki prosediir de gida
kaynakll patojenler kadar hayvan patojenlerini de
azaltabilir. Sonu¢ olarak, bu, antibiyotik direncli
bakterilerin ortaya ¢ikmasini, ekonomik kayiplari ve insan
saghgina olumsuz etkileri azaltabilir. Bircok iilke
antibiyotik kisitlayic1 politikalar gelistirdiginde, alternatif
antimikrobiyallere duyulan ihtiya¢ yeni bakteriyosinlerin
belirlenmesinde ve mevcut bakterilerin test edilmesinde
temel itici gii¢ olacaktir (Ben Lagha ve ark. 2017).

Hayvan tiretiminde yar1 saflastirilmis bakteriosinler veya
bakteriyosin iireten bakterilerin kullanilmas1 muazzam bir
arastirma ve pazarlama potansiyeli olan bir alandir.
Bakteriyosinler, bakteriyel hastaliklarin onlenmesi veya
tedavisi icin antibiyotiklere alternatif olarak kullanilabilir
(Ben Lagha ve ark. 2017). Bakteriyosinler, sadece
antimikrobiyal biiylime promoterlerine alternatif degil,
ayni zamanda hayvan hastaliklarinin énlenmesi, kontroli
ve tedavileri icin umut verici terapétik ajanlar olarak da
diisiiniilmektedir. Birka¢ calisma, efektif antimikrobiyal
terapotikler veya profilaktik olarak saflastirilmis

bakteriyosin potansiyelini arastirmis ve umut verici
sonuglar vermistir (Ogunbanwo ve ark. 2004, Cole ve ark.
2006). Bununla birlikte, her bir bakteryosinin iiretim
maliyeti, dozaji, zamanlamasi ve in vivo aktivitesi de dahil
olmak iizere ele alinmasi gereken bir takim hususlar halen
devam etmektedir. Yapilan ilging bir ¢alismada,
balklardan bakteriyosin {reten Bacillus tiirleri izole
edilmis ve bu bakteriyosinlerin, sigir mastitis patojenlerine
karsi antimikrobiyal ajanlar olarak kullanilabilme
potansiyelleri incelenmis bu Bacillus izolatlarinin, sigir
mastitis patojenlerinin 6nlenmesi igin arzu edilen
ozelliklere sahip oldugu ve potansiyel bir uygulama ile
cazip aday olabilecegi bildirilmistir (Wanjiru Maina 2015).
Bakteriyosinler atik sularda ve giibrede bulunan patojenik
bakterin insanlara bulagmasini sinirlandirmak icin de
kullanilabilir (Laukova ve ark. 2000). Bu uygulamalar
kiimes hayvanlari ve domuz sanayilerine aktarilabilir
ancak bu olasiligi dogrulamak icin daha fazla arastirma
gerekmektedir (Ben Lagha ve ark. 2017).

Sonu¢ olarak, bu calisma yoremizde mastitisli sigir
siitlerinden elde edilen enterokoklar icerisinde, halk
saghg acisindan olduk¢a 6nemli bir tiir olan, E. faecium
izolasyon oraninin diisiik oldugunu gosterdi. Bununla
birlikte, E. faecium izolatlar1 enterosin yapisal genlerini
tasima  dolayist  ile  bakteriyosin  olusturabilme
potansiyeline sahip idi. Enterosin genlerinden entA, entB
ve entP genleri, genellikle farkli kombinasyonlarda birlikte
tasiiyordu. Bu sekilde birden cok enterosin genini iceren
dort E. faecium izolatinin cesitli enterosinleri tretebilen
genetik  potansiyelleri  yiiksek izolatlar  olduklari
diisiiniilebilir.  Enterokoklarda bakteriyosin  yapisal
genlerinin farkli kombinasyonlarinin yaygin goriilmesi
onlarin biyoteknolojik uygulamalarda, gida veya ilag
endiistrisinde ya da insan ya da hayvan saghginda
probiyotik olarak kullanimlari i¢cin uygun olabilir.
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SUMMARY

Infectious keratoconjunctivitis in cattle is a contagious infectious eye disease that is mostly observed in the
summer months and can cause vision loss if it is not treated in early stages. In the treatment of this disease; it
is advised to be perform both parenteral and local administrations according to the progression of the
disease. The purpose of this study is to compare efficiencies of a parenteral antibiotic combined with
subconjunctival (SC) antibiotic and anti-inflammatory drug combination. In the study, IBK natural infected
with 12 calves were used. Together with lacrimation, blepharospasm, photophobia; conjunctivitis at varying
stages, corneal opacity, ulcer and perforation symptoms were determined in the animals. For bacterial agent
analysis; in the swab samples were collected from the eyes of the animals, while M. bovis in 5 eyes, S. Aureus in
1 eye, both M. bovis and E. coli in 1 eye and both E. coli and S. aureus in 1 eye were isolated, any agent was not
isolated in 3 eyes. After the single dose oxytetracycline LA (20 mg/kg IM) was administered, the animals were
randomly divided into 2 treatment groups, each of which consisted of 6 eyes. While 40 %
dimethylsulphoxide+penicillin G 800.000 IU mixture via SC was given to the group 1,
dexamethasone+penicillin G 800.000 [U mixture via SC was given to the group 2. These administrations were
repeated 4 times at 3-day intervals. At the end of the treatment, it was determined that except for the 2 cases,
all the cases completely recovered. There were no differences between the two groups in terms of recovery
time. As a consequence, dimethylsulphoxide could be used in the treatment combination with penicillin G as
an alternative to dexamethasone in the IBK cases.

Key Words: Calf, Dimethylsulphoxide, IBK, Moraxella bovis, Treatment

OZET

Buzagilarda infeksiyoz keratokonjunktivitisin tedavisinde antibiyoterapi ve
dimetilsiilfoksit kombinasyonunun kullanilmasi

Sigirlarin infeksiy6z keratokonjunktivitis'i (IBK), cogunlukla yaz aylarinda goézlenen ve erken dénemde tedavi
edilmedigi takdirde gozlerde gdérme kaybina neden olabilen bulasici karakterde enfeksiyoz bir goz
hastaligidir. Bu hastaligin tedavisinde hastaligin gidisatina gore parenteral ve lokal uygulamalarin yapilmasi
onerilmektedir. Bu calismada IBK tedavisinde parenteral bir antibiyotik ile subkonjunktival (SK) antibiyotik
ve farkl iki antiinflamatuvar ilacin kombine uygulanmasi ile iyilestirici etkinliklerinin karsilastirilmasi
amaglanmistir. Calismada dogal enfekte IBK'ln 12 buzagl kullanildi. Hayvanlarda goézyas: akintisi,
blefarospazm, fotofobi ile birlikte degisik derecelerde konjunktivitis, korneal opasite, iilser ve perforasyon
bulgulari tespit edildi. Etken analizi igin hayvanlarin gézlerinden alinan stirtintii 6rneklerinin 5’inde M. bovis,
T’inde S. aureus, 1’'inde hem M. bovis hem de E. coli, 1‘inde hem M. bovis hem de S. aureus, 1'inde hem E. coli
hem de S. aureus izole edilirken 3 goézde ise herhangi bir etken izole edilmedi. Buzagilara tek doz
Oksitetrasiklin LA (20 mg/kg, IM) uygulandiktan sonra rastgele her bir grupta 6 hayvan olacak sekilde 2
gruba ayrildi. Birinci gruba, %40’lik dimetilstilfoksit +penisilin G 800.000 1U karisimi SK verilirken, ikinci
gruba ise deksametazon+penisilin G 800.000 IU karisimi SK olarak verildi. Uygulamalara 3 giin arayla 4 kez
devam edildi. Tedavi sonunda 2 vaka disinda tamammnin iyilestigi saptandi. lyilesme siireleri agisindan iki
grup arasinda herhangi bir farklillk gézlenmedi. Sonu¢ olarak IBK olgularinda deksametazona alternatif
olarak %40’lik dimetilstilfoksitin tedavi kombinasyonunda kullanilabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Buzagi, Dimetilsiilfoksit, IBK, Moraxella bovis, Tedavi
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GiRiS

Sigirlarda infeksiyoz keratokonjunktivitis (IBK),
¢ogunlukla yaz aylarinda gozlenen ve ciddi ekonomik
kayiplarla birlikte kalic1 géorme kaybina neden olabilen
bulasici enfeksiydz bir goéz hastalifidir (DeBower ve
Thompson 1990; Glimiissoy ve ark. 2006; McConnel ve
ark. 2007; Isik 2008; Angelos 2015). Enfeksiyonun primer
etkeni Moraxella bovis'tir (M. bovis). Ancak bagska
etkenlerin de hastaliktan sorumlu oldugu bildirilmistir
(Gimiissoy ve ark. 2006; Isik 2008; Abdullah ve ark.
2013). Hastalik direkt temas veya ozellikle yiiz sinekleri
(musca autumnalis) araciligiyla yayildig1 icin genellikle
siirii problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yilin her
doneminde goriilebilmesine ragmen en sik olarak yaz
aylarinda karsilasilmaktadir (George 1990; Brown ve ark.
1998). Hastaliktan en ¢ok etci sigirlar etkilenirken, 3
haftadan biiyiik buzagilarda gorilme sikligr az degildir.
Hastalik fotofobi, blefarospazm ve epifora ile baglayan ve
konjunktivitis ile birlikte kornea merkezinden perifere
dogru ilerleyen degisik derecelerde, korneal opasite, 6dem
ve llserasyonla karakterize bir seyir izler (Whittier ve ark.
2009; Sancak 2012; Angelos 2015). Tedavi edilmedigi
takdirde perforasyonla birlikte limbal smirdan kornea
merkezine dogru ilerleyen damarlasma tablosu
goriilebilmektedir (Giimissoy ve ark. 2006; Isik 2008).

IBK ile micadelede asilama c¢alismalart ¢ok faydal
olmadigl i¢in antibiyotik uygulamalar1 hala en uygun
secenektir (Brown 1998; Cullen ve ark. 2016). Tedavinin
basarili olmasi dogru antibiyotik se¢imi ile bunun
uygulanmasini takiben okiiler dokuda ve go6zyasinda
dagiliminin bilinmesine baghdir. M. bovis’in yapilan in vitro
antibakteriyel duyarlilik testlerinde; ampicilin,
cephalosporin, nitrofuranlar, penisilin, sulfonamidler,
tilmicosin, trimethoprim-sulfonamide ve cloxacillin,
erythromycin, gentamicin, oxytetracycline ve
streptomycin’e duyarl olduklari bilinmektedir (McConnel
ve ark. 2007). Ozellikle uzun etkili tetrasiklinler 20mg/kg
IM olarak uygulandiginda ila¢ konsantrasyonu uzun siire
MIK (minimum inhibitér konsantrasyon) seviyelerinde
korunabildigi icin gbzyasina gecisi diisiik miktarda olsa
bile etkilidir. Bu nedenle 6zellikle etci siir isletmelerinde
en sik kullanilan antibiyotiklerdir. Siitcli isletmelerde ise
siitten arinma stiresi kisa olan ilaglar (penisilinler ve
sefalosporinler) daha ¢ok tercih edilmektedir (DeBower ve
Thompson 1990; Brown ve ark. 1998; Sancak 2012).
Kullanilacak antibiyotiklerin subkonjunktival enjeksiyon
veya topikal olarak uygulanabildigi bilinmektedir
(McConnel ve ark. 2007). Subkonjunktival enjeksiyon ile
uygulanan ilag, topikal uygulamaya gore okiiler dokuya
daha yiiksek konsantrasyonda gecis yapar (Oury ve ark.
2002; McConnel ve ark. 2007). Penisilinler genellikle
subkonjunktival olarak kullanilirken diger antibiyotiklerin
¢ogu parenteral olarak Onerilmektedir (DeBower ve
Thompson 1990; McConnel ve ark. 2007; Sancak 2012;
Yazar ve ark. 2016).

Erken doénemdeki IBK vakalarinda tek basina parenteral
antibiyotiklerle basarili sonuglar elde edilirken (Oury ve
ark. 2002), gecikilmis vakalarda tedavi i¢cin daha uzun
siirelere ihtiya¢ duyulabilmektedir. Bu durum hem
hayvanin verim 6zelligine gére ekonomik kayiplara neden
olabilmekte hem de tedavi giderlerini artirmaktadir
(DeBower ve Thompson 1990). Bu gibi durumlarda
iyilesmenin daha hizli olmasi i¢gin parenteral uygulamalara
ilaveten bazi destekleyici lokal uygulamalarin faydah
olabilecegi bildirilmistir (Sancak 2012; Angelos 2015). Bu
amagla kullanilan ilaglardan birisi de antiinflamatuvar
etkili bir kortikosteroid olan deksametazon’dur (McConnel
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ve ark. 2007; Sancak 2012). Ancak kortikosteroidlerin
ozellikle korneal iilser gelistikten sonra uygulanmasi
iyilesmeyi geciktirdigi (Alio ve ark. 1994; Sancak 2012;
Abdullah ve ark. 2013) icin kullanimi halen tartisma
konusudur. Bu nedenle kortikosteroidlere alternatif olarak
etkinligi daha énce farkli géz ¢alismalarinda (Laria ve ark.
1997; Balicki 2007; Balicki 2008; Altan ve Ogurtan 2017)
gosterilmis olan antiinflamatuvar-antioksidan 6zellikli
dimetilsiilfoksit (DMSO0) kullanilmasinin IBK'nin
tedavisinde etkili olabilecegi diisiiniilerek bu c¢alisma
planlandi. Bu baglamda parenteral oksitetrasiklin
uygulamasini takiben subkonjunktival prokain penisilin G-
deksametazon ile prokain penisilin G-DMSO
kombinasyonlarinin IBK tedavisinde iyilestirici
etkinliklerinin karsilastirilmasi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Hayvan sayisi

Calismada dogal enfekte IBK goriilen bir siiriideki 12
buzagi kullanild1.

Anamnez ve klinik gozlem

Hastaligin gorildigi siitcli sigir isletmesinde alinan
anamnezde hayvanlarda énce asir1 bir gézyas: akintisi ve
1-2 gilin icerisinde kornea merkezinde beliren bir
beyazlasma (opasite) ve 2-3 giin icerisinde de beyaz alanin
perifere dogru yayilarak genisledigi 6grenildi. Problemin
yaklasik 6 aydir devam ettigi eriskin sigirlarda basladigi ve
1 aydan beridir de buzagilarda ortaya ¢iktigi ve daha
siddetli seyrettigi 6grenildi. Hastaligin ilk ¢ciktig1 zamandan
beri cesitli antibiyotikler farkli uygulama yollar ile
kullanilmasina (IM, géze pliskiirtme ve topikal vb) ragmen
kontrol altina alinamadigl bilgisi alindi (Tablo 1).
Hastaligin  goriildiigli buzagilarin  tek tek klinik
muayeneleri ve mikrobiyolojik analizleri yapildi. Klinik
belirtilere gore hastaligin evresi belirlendi (Abdullah ve
ark. 2013). Ayrica hastalikh gozler %1’lik florescein strip
(Haag Streit international- Koeniz, Switzerland) ile
boyanarak (Resim 1A) kornealardaki hasarin siddeti Kibar
ve ark. (2006)'nin yaptig1 klinik skorlama’ya gore 1-6
arasinda derecelendirildi. Buna goére: (1) normal goz; (2)
korneal iilserasyon olmaksizin IBK belirtilerinden bir veya
daha fazlasy; (3) korneal ilser ¢apt < 5 mm; (4) korneal
tilser ¢ap1 =5 mm; (5) korneal perforasyon; (6) gérme
kaybr seklinde belirlenerek veriler kayit altina alindi
(Tablo 2). Klinik muayeneler esnasinda tek kullanimlik
malzemeler (eldiven, enjektdr vs) kullanilarak olasi bir
kontaminasyonun olugmasi engellendi.

Bakteriyolojik kiiltiir, izolasyon ve identifikasyon
prosediirii

Gozde olusan probleme neden olan etkenin belirlenmesi
icin numuneler toplandi. Bu amacgla her bir hayvanda
inferior konjunktival forniks’den aseptik kosullarda steril
svaplar yardimiyla siiriintii 6rnekleri alindi. Bu 6rnekler
onceden besi yeri olarak hazirlanan Amies Transport
Medium (Oxoid) igerisine konularak zaman kaybetmeden
laboratuvara getirildi. Etken izolasyonu amaciyla alinan
her bir svap numunesinin % 7 koyun kani igeren Blood
Agar Base No.2 (Merck) ve MacConkey Agar’a ekimleri
yapildi. Petriler aerobik kosullarda, 37 °C'de 24-48 saat
inkubasyona birakildi. inkubasyon sonucu besi yerlerinde
olusan grimsi, diizglin kenarl, parlak, besiyerine hafifce
gomik, hemolitik  ve nonhemolitik  kolonilerin
identifikasyonu i¢in; Gram boyama, hareket, katalaz ve
oksidaz ile birlikte diger biyokimyasal testlerden
yararlanildi (Kibar ve ark. 2006; Abu Samra ve ark. 2016).
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Tedavi planlamasi ve gruplar

Calismaya dahil edilen 12 buzag rastgele 2 gruba ayrildi
Tim buzagilara tek doz uzun etkili Oksitetrasiklin
(Primamycin LA, Zoetis, 20 mg/kg IM) yapildiktan sonra
her bir gruba uygulanan tedavi protokolleri asagidaki gibi
olusturuldu.

1. Grup: Subkonjunktival Prokain penisilin G (800.000 IU,
Tiim Ekip) + Deksametazon %2 (Vetakort, Vetas, Istanbul)
karisimi 3 giin arayla 4 uygulama (n:6)

2. Grup: Subkonjunktival Prokain penisilin G (800.000 IU,
Tim Ekip) + DMSO %40 (Merck) karisimi 3 giin arayla 4
uygulama (n:6)

Subkonjunktival uygulamalar, her bir goze lokal anestezik
damlatildiktan (proparacaine hydrochloride, Alcaine 0.5%,
Alcon, istanbul) 10 dk sonra iist bulbar konjunktival kese
icerisine her enjeksiyonda farkli enjektor (1 ml, 26G,
10mm) kullanmilarak yapildi. Uygulama miktar1 hayvanin
biytikligi (kg/agirhik) ve konjunktival toleransi dikkate
almarak 0,5-1 ml olarak belirlendi. Vakalarin 2’sinde
lezyonlar ¢ok siddetli oldugu icin ayrica gecici tarsorafi
yapildi. Tedavi etkinlikleri, korneal iilser basta olmak
izere IBK'da tespit edilen klinik belirtilerin diizelmesi,
buzagilardaki iyilesme siireleri ile birlikte haftalik olarak
yapilan bakteriyolojik analizlere gore belirlendi (Tablo 1).
istatistik

Calismada ortalama iyilesme stireleri ile klinik skorlama
verileri icin nonparametrik Mann-Witney U testi
uygulandi. Istatistiksel analizlerde SPSS 19.0 (SPSS, Inc.
Chicago, IL, USA) programi kullanildi. Veriler ortalama *
standart sapma olarak verilirken p < 0.05 degeri
istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.

BULGULAR

Klinik gézlem bulgular:

Hastaligin ¢ikis doneminin kis mevsimi (Ocak-Subat
ayinda) oldugu belirlendi. Isletmede yapilan gozlemlerde
hayvanlardan elde edilen giibrelerin hayvanlarin barindigi
alana ¢ok yakin oldugu ve bu giibre y1gin1 etrafinda bol
miktarda yiiz sineklerinin varlig1 dikkati ¢ekti. Hastaligin

Komeada siddetli ddem, iilser ve periferden merkeze
uzanan damarlagma.

Sekil 1. Calismadaki vakalara ait goriintiiler
Figure 1. Case images of the study

Kornea merkezinde opak alanmn goriintiisii

asil kaynaginin ise eriskin inekler oldugu ve bunlardan
sineklerle tasindig1 diisliniildii. Buzagilarin cinsiyetlerine
bakildiginda 5’inin erkek, 7’sinin ise disi oldugu
goriliirken, yaslar1 20 giin ile 5 aylik arasinda idi. Klinik
muayenede buzagilarda gozyasi akintisi, blefarospazm,
fotofobi ile birlikte degisik derecelerde konjunktivitis,
korneal opasite, ddem, lilser ve perforasyon bulgulari
tespit edildi (Resim 1B, C, D, E). Buzagilarda tespit edilen
bu klinik bulgular Tablo 1'de sunulmustur.

Vakalarin ¢ogunlugu Evre 2 olarak belirlenirken (Tablo 1)
lic vakada Evre 3 ve bir vakada ise Evre 4 oldugu
belirlendi. Evre 2 olan buzagilarda goézyasi akintisi,
konjunktival hiperemi, blepharospazm ve kornea
merkezinde kiiciik opak alan belirlenirken, Evre 3
olanlarda ise korneal iilserasyon ile birlikte korneanin gri-
beyaz bir hal aldig1 yaygin 6dem tablosu goriildii (Resim
1D). Evre 4 olan buzagilarda korneal ilserle birlikte iris
proplasusu (Resim 1C) saptandi. Her iki grupta da
tarsorafi yapilan 2 vaka disinda tiim buzagilarda siireleri
degismekle beraber klinik iyilesmenin saglandig:
belirlendi (Tablo 1, Resim 1F). iyilesme siireleri 1. grupta
ortalama 13,60 +3,65 giin, 2. grupta ise 13,80 +1,64 giin
olarak belirlendi. Ayrica korneal hasarin belirlendigi klinik
skorlama verilerine gore her iki grupta da 1’er vaka
disinda IBK bulgularinin tamamen diizeldigi, korneal
tlserin iyilestigi ve buzagilardaki gérme probleminin
ortadan kalktigi saptandi. Grup icinde haftalik skorlar
arasinda 1 ile 4. haftalar arasinda istatistiki olarak anlaml
bir farklhilik saptandi (p < 0.05, Tablo 2). Her iki grup
arasinda ise tedavi oncesi ve sonrasi skorlama verileri
arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik belirlenmedi
(Tablo 2).

Bakteriyolojik analiz bulgulari

Bakteriyolojik etken analizinde hayvanlarin 5’inde sadece
M. bovis, 1’inde hem M. bovis ve hem de E. coli, 1’'inde hem
M. bovis ve hem de S. aureus, 1’'inde hem E. coli ve hem de
S. aureus, 1 gozde ise sadece S. aureus izole edildi. Buna
karsin 3 gozde ise herhangi bir etken izole edilmedi.
Tedaviden sonra yapilan haftalik bakteriyolojik stiriintii
orneklerinde herhangi bir etken izole edilmedi.

Kornea merkezinde perforasyon (iris prolapsusu)

Grup 1-6 no’lu buzagida tedavi oncesi klinik goriiniimii Grup 1-6 no’lu buzagida tedavi sonrasi klinik goriiniimi
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Tablo 1. Buzagilara ait klinik, anamnez ve tedavi bilgileri

Table 1. Clinical, anamnesis and treatment data of the calves

No Tiir Cinsiyet Yas Belirti Bakteri Evre Tedavigrubu lyllesmje Suresi Onces-mde yapilmis Sonug
(giin) tedavi
.. Bir gin o6nce IM
Gozyas:t akintisi, blefarospazm, . . e - -
. R X - E. coli +S. Oksitetrasiklin IM, penisilin Tulatromisin ve i .
1 Buzag: Erkek 3,5ay (f)ot;)lio:i;ngozun merkezinde Kkii¢iik aureus 2 800 [U+DMSO %40 SK 10 Danofloksasin lyilesti
P uygulanmig
Gozyas:t akintisi, blefarospazm, . . e - Lo
- R, . - M. bovis +E. Oksitetrasiklin IM, penisilin Herhangi bir uygulama B
2 Buzagi Erkek 3ay f)ogglio:;;ngozun merkezinde kiigiik coli 2 800 [U+DMSO0 %40 SK 11 yapilmans lyilesti
Gozyasi akintisi blefarospazm Oksitetrasiklin iM, penisilin Bir gin once IM
) ) o .
3 Buzag: Erkek 3,5ay fotofobi keratitis gozde perforasyon M. bovis 4 8.(.)0 IU+DMS.O. %40 SK ve - Tulatromlslr.l ve Diizelme yok
var goze gecici tarsorafi Danofloksasin
uygulandi. uygulanmig
Gozyas  akintisi,  blefarospazm, - Oksitetrasiklin IM, penisilin 'Elg‘ilrlatrfrlrllrilsin o Ivl\g ;
4 Buzag1 Disi 3ay f)ot;)lio;i;nkomea merkezinde kiigiik Ureme yok 2 800 [U+DMSO %40 SK 12 Danofloksasin lyilesti
P uygulanmisg
Bir gin o6nce IM
« Gozyas1 akintisi, blefarospazm, - Oksitetrasiklin IM, penisilin Tulatromisin ve T
5 Buzag Erkek 353y fotofobi, kornea merkezinde opasite Ureme yok 3 800 [U+DMSO %40 SK 17 Danofloksasin lyilesti
uygulanmig
Gozyast akintisi, blefarospazm, . e L Lo
o - . . . Oksitetrasiklin IM, penisilin Herhangi bir uygulama s
6 Buzag: Disi 4 ay ‘f,(::?gggrl’ korneay1 kaplamis opasite M. bovis, 3 800 1U+DMSO %40 SK 18 yapilmams lyilesti
o - . Gozyast  akintis;,  blefarospazm, . Oksitetrasiklin IM, penisilin Herhangi bir uygulama s
7 Buzagi Disi 20 giin fotofobi M. bovis 2 800 IU+ Deksametazon SK 12 yapilmamis lyilesti
) Oksitetrasiklin IM, penisilin
Gozyas1  akintisi blefarospazm, 800 IU+ Deksametazon SK Herhangi bir uygulama
8 Buzag: Erkek 4 ay fotofobi, Gozde siddetli odem, M. bovis 4 N L . - g V8 Diizelme yok
damarlasma var ve goze gecici tarsorafi yapilmamis
uyguland1
Gozyast  akintis;,  blefarospazm, . e i - -
9 Buzagi Erkek 1,5ay fotofobi, kornea merkezinde kiiciik S. aureus 2 Oksitetrasiklin IM, penisilin 13 Herhangi bir uygulama Tyilesti
opak alan 800 IU+ Deksametazon SK yapilmamis
- . Gozyas! akintisi, kornea merkezinde - Oksitetrasiklin IM, penisilin Florfenicol IM (2 doz) ti¢ T
10 Buzagi Disi 35ay opak alan Ureme yok 2 800 IU+ Deksametazon SK 16 giin arayla yapilmis) lyilesti
Gozyast akintisi, blefarospazm, . . e - C o
11 Buzag Disi 45ay fotofobi kornea merkezinde kiiciik M. bovis ve S. 2 Oksitetrasiklin IM, penisilin 15 Herhangi bir uygulama iyilesti
opak alan aureus 800 IU+ Deksametazon SK yapilmamis
Gozyast akintisi, blefarospazm, - e - S
12 Buzag Disi 4,5 ay fotofobi kornea merkezinde kiigiik M. bovis 2 Oksitetrasiklin IM, ‘penisilin 13 Herhangi bir uygulama Tyilesti

opak alan

800 [U+ Deksametazon SK

yapilmamig
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Tablo 2. Gruplara ait tedavi dncesi ve sonrasi skorlama ve istatistik verileri

Table 2. Pre-and post-treatment scoring and statistical data of groups

Oksi+Pen-DMSO

OKksi+Pen-DEKS

No

Uygulama Uygulama sonrast  Uygulama sonrasi Uygulama Uygulama Uygulama
oncesi 1. hafta 2. hafta oncesi sonrasi 1. hafta  sonrasi 2. hafta

1 3 1 1 3 1 1
2 3 1 1 5 4 3
3 5 4 3 2 1 1
4 2 1 1 2 2 1
5 4 2 1 3 2 1
6 3 2 1 3 1 1

Ort 3.33+£1.032 1.83+1.17ab 1.33+ 0.82¢ 3.00£1.102 1.83£1.172b 1.33+ 0.82¢

Ayni satirdaki farkli harfler (a, b, ¢ ) istatistiksel olarak 6nemlidir.

TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada, sigirlarda ve buzagilarda daha ¢ok siiri
problemi seklinde karsilasilan IBK’'nin tedavisinde tek doz
sistemik ile kombine edilen lokal ila¢ uygulamalariyla
okiiler dokulardan bu hastaligin ana etkeni olan M. bovis’in
daha hizl siirede elemine edildigi belirlendi. Bununla ilgili
daha onceleri yapilan farkli ¢alismalarda (Kibar ve ark.
2006; Glimissoy ve ark. 2007) sadece subkonjunktival
yapilan ila¢g uygulamalarinda basarii sonuglar elde
edilmesine ragmen etkenin okiiler dokulardan elemine
edilmesinin zaman aldig1 gériilmiistiir. Bu nedenle yapilan
calismadaki gibi uygulama yoluna uygun ilaglarin sistemik
ve subkonjunktival yolla uygulanmasiyla tedavi siirecinin
kisalacagt ve  dolayisiyla  hayvanin  konforunun
diizelmesiyle beraber olusabilecek ekonomik kayiplarin
azaltilabilecegi diisiiniilmektedir.

Dimetilsiilfoksit, iyi bir antioksidan olmasi yaninda
antiinflamatuvar, analjezik, antibakteriyel 6zelliklere sahip
bir kimyasal maddedir. Onemli bir diger 6zelligi ise kiigiik
molekiil yapisindan dolay1 dokulara hizli bir sekilde
penetre olma yetenegine sahip olmasidir. Bu 6zelliginden
otiiric membranlardan kolayca gecebilmekte ve ayrica
diger ilaglarin etkinligini artirici 6zelligi de bulunmaktadir
(Brayton 1986; Jacob ve Herschler 1986; Altan ve Ogurtan
2017). DMSO’nun bu 6zellikleri sebebiyle son yillarda goz
hastaliklarinin tedavisinde tek baslarina ya da farkh
ilaglarla kombine olarak kullanildiginda basarili sonuglar
elde edildigi bildirilmistir (Balicki 2007; Balicki 2008;
Altan ve Ogurtan 2017). DMSO’nun géz hastaliklarinda
kullanilmasinin nedenlerinden bir tanesi kortikosteroidler
ve non-steroidlerin g6z hastaliklarinda topikal olarak
kullanimin iyilesmeyi geciktirmesi sebebiyle hala bir
tartisma konusu olmasidir (Alio ve ark. 1994; Laria ve ark.
1997; Sancak 2012; Altan ve Ogurtan 2017). Bu ¢alismada
kortikosteroidlere alternatif olarak DMSO’nun analjezik,
antiinflamatuvar, antioksidan, hizli penetran ve beraber
kullanildig1 maddenin dokulara yayilmasini kolaylastirici
ozelliklerinden dolay1 IBK olgularindaki korneal iilserlerin
iyilesmesini hizlandirmada etkili olabilecegi
disiiniilmektedir.

IBK tedavisinde amaglardan birisi de M. bovis‘in okiler
dokudan elemine edilmesidir. IBK basariyla tedavi edilirse,
kornea iilseri kalici bir sekilde iyilesir; Bununla birlikte,
eger M. bovis okiiler dokulardan elemine edilemezse,
niikslerin olabilecegi ve bu nedenle de uygulanan

antibiyotigin okiiler dokudaki MIiK’i, dagilim hacmi ve
dokuda kalma siiresinin bilinmesi olduk¢a 6nemlidir
(McConnel ve ark. 2007). Yapilan bir c¢alismada
subkonjunktival prokain penisilin G uygulanmasiyla
konjunktival sekresyonlarda yeterli konsantrasyona
ulastigl gorilmistir (Abeynayake ve Cooper 1989).
Yapilan bir klinik calismada ise subkonjunktival penisilin G
ile uzun etkili oksitetrasiklinin parenteral uygulamasi
karsilastirilmis ve hastaliga bagh gelisen korneal iilserin
iyilesme zamani benzer slirede azalmistir (George 1990).
Bununla birlikte Allen ve ark. (1995) ise dogal enfekte
IBK'lT hayvanlarda penisilin Gnin tekbasina veya
deksametazon ile kombine olarak st palpebral
konjunktiva igerisine 3 gilin siireyle uygulanmasinin
etkinlik a¢isindan tedavi edilmeyen hayvanlardan farkh
olmadigini bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada ise tek doz
parenteral uzun etkili oksitetrasiklin uygulanmasin
takiben penisilin G hem deksametazon ile hem de DMSO ile
kombine edilerek SK yolla 3 giin arayla 4 kez
uygulandiginda 6zellikle Evre 2 ve Evre 3 IBK olgularinda
hem korneal iilserin iyilesme siiresini kisalttig1 ve hem de
tedaviden sonraki 1. hafta da yapilan bakteriyolojik
analizlerde M. bovis'in elemine edildigi ortaya konuldu. Bu
nedenle hem buzagilar ve hem de sakin mizagh etgi sigirlar
gibi kontrolii kolay hayvanlarda SK yolla uygulanan
penisilin G ve analjezik-antiinflamatuvar ilaglarin okiiler
dokuya yliksek konsantarasyonlarda penetrasyonu
(McConnel ve ark. 2007; Angelos 2015) sebebiyle oldukc¢a
basarili sonuglar elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.
Ayrica  analjezik-antiinflamatuvar  etki sayesinde
hayvandaki fotofobi ve blefarospazm, konjunktivitis gibi
yangisal belirtiler (Loy ve Brodersen 2014) azaldig: igin
cok daha kisa siirede hayvanin normal konforuna dénerek
olas1 verim kayiplarin (Loy ve Brodersen 2014; Angelos
2015) engellenebilecegi diisiiniilmektedir.

Buzagilarin erigkinlere gore yeterli diizeyde kazanilmig
bagisikliga sahip olmamasi (Oury ve ark. 2002; Glimiissoy
ve ark. 2006; Whittier ve ark. 2009) nedeniyle hastaliga
daha duyarhidirlar. Alnan anamnezde oldugu gibi
isletmedeki  sigirlarda da  hastallk  goriiliirken
buzagilardaki gibi Evre 3 ve 4 IBK diizeyinde
karsilasilmamasi bu veri ile uyumlu bulunmustur.

IBK insidansinin bahar aylarinda baslayip, yaz sezonunda
pik yaptigi ve kis aylarinda ise azalma egilimi gosterdigi
bilinir (Snowder ve ark. 2005). Ayrica cinsiyet yoniinden
erkeklerin disi buzagilara goére daha duyarli oldugu
bilinmektedir (Oury ve ark. 2002). Ancak bu g¢alismada
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vakanin kis aylarinda goriilmesi ve buzagilardan ¢ogunun
disi olmas1 ad1 gegen arastiricilardan farklilhik gosterdigi
gorilmistiir.

IBK'nin ana etkeni olan M. bovis’in antibiyotiklere olduk¢a
duyarli oldugu bilinmektedir (Brown 1998; Cullen ve ark.
2016). Calismadaki buzagilarda yapilan bakteriyolojik
etken izolasyonunda hastallk semptomlar1 goriilen
hayvanlarin bazilarinda herhangi bir etken izole
edilemedigi dikkati ¢ekti. Bunun sebebi olarak Tablo 1’de
belirtildigi tizere ciftlikte hasta olan hayvanlara farkl
zamanlarda farkli yollarla uygulanan antibiyotik
tedavilerinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Yapilan bu
uygulamalar, bazi hayvanlarda mikrobiyal etkenlerin
ortadan kalkmasina neden olurken, bazi hayvanlarda ise
firsat¢c1 patojenlerin (S. aureus gibi) lremesine ortam
saglamis (Abdullah ve ark. 2013) olabilecegini
gostermektedir.

Giimissoy ve ark. (2006) bir isletmede karsilastiklar1 IBK
vakalarinda hayvanlardan elde edilen giibrelerin
buzagilarin  yakin  ¢evresindeki ekim alanlarinda
kullanildigin1 ve vektor sineklerin sebebi olarak bu
giibrelerin oldugunu belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda
da hayvanlarin bulundugu alanda giibrelerin biriktirildigi
ve adi gegen arastirmacilara benzer sekilde isletmede
IBK'nin yayilmasindan sorumlu sineklerin kaynagi olarak
giibrelerin oldugu diistinilmektedir.

IBK'nin tek bir etken tarafindan meydana getirilebildigi
gibi miks etkenler tarafindan da olusabildigi bildirilmistir
(Okumus ve ark. 2005; Whittier ve ark. 2009). Giimissoy
ve ark. (2006), dogal enfekte IBK goriilen bir siiriide
yaptiklar1  bakteriyel izolasyon ve identifikasyon
sonucunda M. bovis ile birlikte E. coli, Proteus spp ve S.
aureus’u da izole ettiklerini bildirmislerdir. Sunulan
calismada ise yukarida ad1 gegen ¢alismalar benzer sekilde
M. bovis ile birlikte E. coli ve S. aureus’un izole edilmesi ad1
gecen arastiricilarla uyumlu bulunmustur.

Sonug¢ olarak hayvanlarda 6nemli ekonomik kayiplara
neden olan IBK olgularinda tek doz parenteral
oksitetrasiklin ~ takiben = %40’hk  konsantrasyonda
DMSO’nun, penisilin G ile birlikte subkonjunktival yolla
deksametazona alternatif olarak tedavi kombinasyonunda
kullanilabilecegi belirlenmistir.
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SUMMARY This study was conducted to determine the effect of essential oil mixtures (rosemary and fennel) added to the
quail ration on the performance, carcass parameters (hot and cold carcass weight, carcass yield), butter and
breast pH, meat colour (L* a* b*) and meat Malondialdehyde (MDA) level. A total of 240 Pharaoh quails
(Coturnix Coturnix Pharaoh) were equally divided into three main groups containing 80 quails. Each main
group was divided into 5 subgroups, each consisting of 16 animals. The study included a control treatment
with no diet additives, and the treatments were as follows: 100 mg/kg rosemary and 100 mg/kg fennel
essential oil (group I), 200 mg/kg rosemary and 200 mg/kg fennel volatile oil (group II) were added. The
experiment was carried out for 42 days. At the end of the study, the live weight gain of group II that rosemary
and fennel volatile oil were added to the rations at 200 mg/kg level, was higher than control group. Also, feed
consumption and feed conversion rate of group Il were statistically improved compared to both control and
group I. Similarly, meat L*, a* and b* values of group II were differed significantly from the other groups.
Ration enriched with rosemary and fennel volatile oil mixtures resulted in significant improvements in meat
MDA value on 15 days compared to the control group (p<0.01). The differences between the other
parameters determined in the study were not statistically significant. In conclusion, it was concluded that
rosemary and fennel essential oil mixture could be used as natural feed additive substance at 200 mg/kg in
quail rations in order to improve performance and meat quality parameters.

Key Words: Rosemary, Fennel, Quail, Performance, Meat lipid oxidation

OZET Biberiye ve Rezene Ucucu Yag Karmasinin Bildircinlarda Performans ve Et Lipid
Oksidasyonu Uzerine Etkileri

Bu ¢alisma, bildircin rasyonlarina ilave edilen ucucu yag karisimlarinin (UYK) (biberiye ve rezene)
performans, karkas parametreleri (sicak, soguk karkas agirhgi, karkas randimani), gégiis ve but pH, et rengi
(L* a*, b*) ve malondialdehit diizeyi (MDA) lizerine etkisini belirlemek amaciyla yiiriitiildi. Arastirmada 1
glinliik yasta toplam 240 adet Pharaoh (Coturnix Coturnix Pharaoh) bildircin 80 hayvandan olusan 3 ana
gruba ayrildi. Her ana grup ise her biri 16 hayvandan olusan 5 alt gruba ayrildi. Kontrol grubuna ugucu yag
karmasi ilave edilmezken, I. gruba 100 mg/kg biberiye ve 100 mg/kg rezene ugucu yagi (%50:50), II. gruba
200 mg/kg biberiye ve 200 mg/kg rezene (%50:50) ugucu yag ilave edildi. Arastirma 42. giinde sonlandirildi.
Arastirma sonunda rasyonlarina 200 mg/kg diizeyinde biberiye ve rezene ugucu yag: ilavesi yapilan IL
grubun canh agirlik kazanci kontrol grubuna gore yiikseldi. Ayrica, II. grubun yem tiiketimi ve yemden
yararlanma orani hem kontrol hem de 1. gruba gore istatistiki 6nemde iyilesti. Benzer sekilde II. grubun et
rengi L* a* b* degerleri diger gruplardan istatistiki 6nemde farkli bulundu. Biberiye ve rezene UYK ile
zenginlestirilmis rasyonlar kontrol grubuyla kiyaslandiginda 15. giin et MDA diizeyi lizerinde 6nemli
iyilesmelere neden oldu (p<0.01). Arastirmada diger parametreler arasindaki farklarin istatistiksel anlamda
onemli olmadig belirlendi. Sonug olarak, bildircin rasyonlarinda biberiye ve rezene UYK'nin performans ve et
kalite parametrelerini iyilestirebilmek amaciyla dogal katki maddesi olarak 200 mg/kg diizeyinde
kullanilabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Biberiye, Rezene, Bildircin, Performans, Et lipit oksidasyonu

GiRiS insanlarin yeterli, dengeli ve saglikli gida temini sorununu

. L . da beraberinde getirmistir. Saglikli ve dengeli beslenme,
Diinya ve Tiirkiye niifusunun son yillarda hizla artmasi, bitkisel kokenli gidalarn yan sira hayvansal protein
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kaynaklarinin da yeterli ve dengeli diizeyde tiiketilmesiyle
miimkiindiir. Bu anlamda, kanath eti hem saghiga yararl
olmasi hem de diger protein kaynaklarina gore daha diisiik
maliyetli olmasi sebebiyle dogru beslenmede 6nemli bir
besin kaynagidir (Ciftcioglu 2015). Ancak, kanath etinin
doymamis yag asitlerince zengin olmasi, lipid
oksidasyonuna karsi duyarlihgini artirmaktadir (Florou-
Paneri ve ark. 2005). Lipid oksidasyonu, oncelikle etin
membran fosfolipidlerinin ¢oklu doymamis yag asitlerinde
baslamaktadir. Bu durum, etin islenmesi, buzdolabinda
saklanmasi ve pisirilmesi esnasinda meydana gelen en
o6nemli problemlerden birisi olup, etin renginin, tadinin ve
besin degerinin kaybina ve raf émriiniin kisalmasina yol
acmaktadir (Botsoglou ve ark. 2003). Bu olumsuz etkileri
onlemek amaciyla E ve C vitamini gibi dogal
antioksidanlarin yani sira biitillendirilmis hidroksianisol
(BHA), biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT) propil gallat
(PG) tersiyel biitil hidrokinon (TBHQ)
nordihidroguayenetasidi (NDGA) ve etoksiquin gibi
sentetik antioksidanlar da fiyatlarimn disiikk olmasi
nedeniyle uzun sire kanath hayvan beslemede
kullanilmistir. Ancak, sentetik antioksidanlarin kanser
yapici ve mutajenik 6zelliklerinden dolayr kullanimlarina
yasak getirilmistir (Tang ve ark. 2001). Bu nedenle, gida ve
yem sektori alternatif dogal antioksidan arayisina
yonelmistir. Boylece, sentetik antioksidanlara alternatif
olarak gerek saglik gerekse elde edilen iiriin ilizerinde
herhangi bir yan etkisi olmayan aromatik bitkiler ve
bunlarin ekstraktlarinin kullanimi giindeme gelmistir. Bu
amagla, lipid oksidasyonunun geciktirilmesi bakimindan
sentetik antioksidanlara esit veya onlardan daha yiiksek
aktiviteye sahip olan biberiye, adacayi, kekik, sarimsak,
tiziim ¢ekirdegi ve cay ekstraktlari bilesimlerindeki fenolik
bilesiklerden dolay1 dogal antioksidan olarak kullanilmaya
baslanmistir (Namiki 1990). Boylece, oksidatif stresin
hayvanlar lizerindeki olumsuz etkilerinin azaltilmasi,
hayvansal tirtinlerin dogal antioksidanlarca
zenginlestirilerek fonksiyonel gida liretiminin
gerceklestirilmesi ve etin lipid oksidasyon stabilitesinin
artirilarak raf 6mriiniin uzatilmasi 6ngoriilmektedir.

Aromatik bitkilerde ¢ok ¢esitli aktif bilesenlerin bulunmasi
hayvanlar iizerindeki etkilerini de degistirebilmektedir.
Pek ¢ogu istah1 ve yem tiiketimini uyarirken, bir bolimii
de tiikriik salgisini ve safra asitlerinin sentezini uyararak,
lipidlerin sindirim ve emilimini artirmaktadir (Christaki ve
ark. 2011). Ayrica, amilaz, proteaz ve lipaz gibi enzimlerin
sekresyonunu ya da aktivitesini uyararak sindirilebilirligi
iyilestirdigi bildirilmistir (Hernandez ve ark. 2004). Bu
baglamda, dogada yetisen bazi bitki ekstraktlarinin ve bu
bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin ve bunlarin aktif
bilesenlerinin antimikrobiyel, antioksidan ve sindirim
sistemini uyarict o6zelliklerinden yararlanma konusu
glincellik kazanmistir. Ayrica, aromatik bitkilerin
ekstraksiyonu ile elde edilen ucucu yaglarin ¢ogu kimyasal
yap1 bakimindan giivenli olarak kabul edilmekte ve basta
gida endiistrisi olmak {izere bir¢ok alanda yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Cabuk ve ark. 2003; Sindak ve ark.
2017). Gelismis iilkelerde endiistriyel hayvansal
tiriinlerden organik hayvansal liriinlere gecisle birlikte
basta antibiyotikler olmak iizere biiylimeyi uyaran her
tirlii sentetik madde kullanimi yasaklanmistir. Bu
durumda, dogal ve giivenilir olan aromatik bitki ve
ekstraktlarinin performans artirici olarak kullammi ¢ok
yerinde bir yaklasim olacaktir.

Labiatae ailesinde yer alan biberiye (Rosmarinus officinalis
L.) en yiiksek antioksidatif etkinlige sahip bitkiler arasinda
yer almaktadir. Biberiyenin antioksidan aktivitesinin,
yapisinda bulunan fenolik rosmanol, 7-metilpirosmanol,
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isorosmanol ve Kkarnozik asit gibi diterpenlerden
kaynaklandigi bildirilmistir (Estevez ve ark. 2007).

Rezene (Foeniculum vulgare Mill) ise Apiaceae
familyasinda yer alan ve antioksidan, antimikrobiyal ve
antifungal etkilere sahip aromatik bir bitkidir. Rezene
ucucu yagiin ana bilesenini (%60-70) trans-anethole
olusturmaktadir (Gulfraz ve ark. 2008). Ucucu yaglar,
farkh bilesenlerden olustuklar1 i¢in biyolojik etkileri
acisindan da farklihk géstermektedirler.

Biberiye ve rezene ugucu yaglarinin farkli dozlarinin (125,
200, 250, 500 ppm) bireysel olarak performans lizerine
etkileri ve antioksidan ozellikleri cesitli c¢alismalarda
incelenmistir (Ciftci ve ark. 2013; Tiirk ve ark. 2016; Ould
ve ark. 2015). Daha oOnce tarafimizdan yapilan
calismalarda rezene ve biberiye ucucu yaglarinin tek
baslarina 100, 200 ve 250 mg/kg dozlar1 incelenmistir
(Cengiz ve ark, Cetin ve ark. 2017). Ancak kombine
etkilerinin arastirildigi calismalar cok simirh sayidadir
(Cabuk ve ark. 2014). Bu arastirmada biberiye ve rezene
ucucu yag karmasinin farkh iki dozunun (100 mg/kg ve
200 mg/kg), etlik bildircinlarin verim performansi ve et
lipid oksidasyonu tlizerine olan etkilerini arastirmak
amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Hayvan, Yem Materyali ve Deneme Diizeni

Arastirmada 240 adet bir giinliik yasta Pharaoh (Coturnix
Coturnix Pharaoh) erkek ve disi bildircinlar kullanildi.
Arastirma 1 kontrol ve 2 deneme grubu olmak iizere
toplam 3 ana gruptan olusturuldu. Hayvanlar et tipi 6zel
bildircin kafeslerinde 1si, 151k gibi cevre kosullarindan ileri
gelebilecek etkilesimleri ortadan kaldiracak sekilde her bir
deneme grubu 5 alt gruba ayrildi ve her alt gruba 16’sar
hayvan yerlestirildi. Kontrol grubuna ugucu yag karmasi
ilave edilmezken, I. gruba 100 mg/kg biberiye ve 100
mg/kg rezene ucucu yagl (%50:50), II. gruba 200 mg/kg
biberiye ve 200 mg/kg rezene (%50:50) ugucu yag ilave
edildi. Denemede kullanilan hayvanlarin besin maddesi
gereksinimlerini karsilayacak rasyonlar (%24.80 HP ve
12.40 Mj/kg ME) hazirlanarak yem ham maddelerinin ve
rasyonlarin ham besin madde miktarlart Uludag
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Besleme ve
Beslenme Hastaliklar1 Anabilim Dali Laboratuarlari’nda
AOACde (2000) bildirilen yontemlere gore belirlendi.
Metabolize olabilir enerji diizeylerinin hesaplanmasinda
ise Carpenter ve Clegg’in (1956) dnerdigi formiil kullanildi.
Arastirma, Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan
Saghgl ve Hayvansal Uretim Uygulama ve Arastirma
Merkezinde bulunan bildircin {initesinde yiiriitildi.
Hayvanlara grup yemlemesi uygulandi ve tiiketebilecekleri
miktarlarda yem ve su siirekli olarak onlerinde hazir
bulunduruldu (ad libitum). Deneme siiresince kullanilan
yemlerin ham madde bilesimleriyle, besin maddesi ve
enerji kapsamlari Tablo 1’de gosterilmistir.

Performans ve Et Kalite Parametreleri

Canh agirlik ve canh agirlhik artisinin belirlenmesi:
Hayvanlar, denemenin baslangicinda ve sonrasinda
haftalik olarak tartilarak canli agirliklar1 belirlendi.
Tartimlar arasi farktan canli agirlik artiglar1 hesaplandi.

Yem tiiketimi, yemden yararlanma oraninin
belirlenmesi: Her bir tekrar grubunun yem tiiketimi
haftada bir 2 grama duyarli terazide yapilan tartimlar ile
belirlendi. Yine aym1 donemlerdeki yemden yararlanma
degerleri ise bir kilogram canli agirlik artisi i¢in tiiketilen
yem miktar1 olarak hesaplandi.
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Sicak ve Soguk Karkas Randimaninmin Belirlenmesi:
Karkas parametreleri acisindan degerlendirilmek iizere
her gruptan 25 adet olmak lizere toplam 75 adet erkek
hayvan rasgele secilerek tartildi. Karkaslar kesim islemi
tamamlandiktan hemen sonra tartilarak sicak karkas
agirliklart belirlendi. Soguk karkas agirliklarini tespit
etmek amaciyla karkaslar +4°C’de 18 saat bekletildi ve
tartimlari yapildi.

Karkas randimani, asagida gosterilen formiil ile belirlendi:

Soguk karkas agirligi (g)
Randiman, % = x 100
Kesim dncesi agirligi (g)

Et Orneklerinde Tiyobarbiitirikasit Reaktif
Maddelerinin (TBARS) Analizleri: Arastirma sonunda
her gruptan 10 adet olmak iizere toplam 30 hayvana ait
gogiis eti drnekleri alinarak buzdolabi kosullarinda (+4°C)
depolandi ve depolamanin 1, 7. ve 15. giinlerinde TBARS
analizleri yapilarak etin lipid oksidasyona karsi dayanma
gliclinlin gostergesi olan MDA diizeyi ol¢tldii.

Et Orneklerinde Renk ve pH Analizleri: Bildircin gogiis
eti Orneklerinin Kkesit ylizeyi renk yogunluklari,
kolorimetre cihazi (CR-400 Minolta Co, Osaka, Japan)
kullanilarak belirlendi. U¢ boyutlu renk &l¢iimiinii esas
alan Uluslararast Aydinlatma Komisyonu CIELab
(Commision Internationele de I'E Clairage) tarafindan
verilen kriterlere gore L* a* ve b* degerlerinin 6l¢iimleri
yapildi. Bu kriterlere gore; L*; O=siyah, 100=beyaz
(koyuluk/aciklik); a*; +60=kirmizi, -60=yesil ve b*;
+60=sar1, -60=mavi renk yogunluklarini géstermektedir
(Hunt ve ark. 1991). Her ol¢iimden dnce kolorimetre
standardize edildi. Her bir érnekten 4 adet 6l¢ciim yapildi
ve ortalamalar alinarak renk degerleri elde edildi.

Bildircin gogiis ve but eti 6rneklerinin pH’sini belirlemek
icin, kesimden 12 saat sonra pH metre (SevenGo™, Mettler
Toledo AG, CH-8603, SG2, Schwerzenbach, Switzerland)
kullanilarak gogiis ve but etinin iki farkli bolgesinden
6lciim yapildi. Bu iki farkl degerin ortalamasi her 6rnegin
pH degeri olarak alindu.

Ucucu Yaglarin Belirlenmesi

Arastirmada kullanilan biberiye ucgucu yagi (Yogunluk:
0,895, Sesim Saglik Uriinleri, Ankara, Tiirkiye) ve rezene
ucucu yag1 (Yogunluk: 0,961, Diizey Laboratuar Uriinleri,
Istanbul, Tiirkiye) hidrodistilasyon yéntemi ile elde edildi
(Tablo 3). Ugucu yaglarin etken madde bilesenlerinin
tespitinde GS-MS yontemi kullanildi. Ekstrakte edilen
ucucu yag bilesenlerinin tanimlanmasi icin Metil silikon
kolonlu DB-1 (50mx0.22mm) GC 95°C’den 240°C’ye
dakika da 4°C artacak sekilde sicaklik programi uygulandi.
250°C’ye vardiginda enjeksiyon yapilarak FID dedektorii
aracihigl ile olusturulan kromatogramlar MS (kiitle
Spektroskopisi) veya MS/MS ile tanimlanmalari saglandi.
Degerlerin kantitatif olarak hesaplanmasinda internal
standart kullanildi (Pala-Paul ve ark. 2004).

istatistiksel Analizler

Gruplara ait istatistik hesaplamalar ve gruplarin ortalama
degerleri arasindaki farkliligin 6nemini belirlemek i¢in tek
yonlii varyans analizi (ANOVA), gruplar arasindaki farkin
onemlilik kontrolii icin ise Tukey testi uygulandi
(Stiimbiiloglu ve Stmbiiloglu 1995). Gruplar arasinda
erkek-disi oram1 bakimindan bir farklihgin olup
olmadiginin kontroliinde Ki-kare testi kullanildi (Diizgiines
1963). Istatistik analizler SPSS 22.00 (Inc., Chiago, II, USA)
programinda gergeklestirildi.

BULGULAR

Arastirmada kullanilan biberiye (Rosmarinus officinalis) ve
rezene (Foeniculum vulgare) ugucu yaglarinin bilesimleri
Tablo 2’de gosterilmistir. Tablo incelendiginde biberiye
ucucu yag bilesiminin biiyiilk bir kisminin a-pinen,
terpinen, borneol ve camphor bilesiginden olustugu
goriilmektedir. Rezene ugucu yaginin  kimyasal
komposizyonu agisindan bilesimin biiyiik bir kismini ise
trans-anethole, fenchone, estragol ve 1,8-cineole
olusturmaktadir.

Tablo 1. Rasyon bilesimi ve besin madde komposizyonu
Table 1. Composition and nutrient content of diets

Ham madddeler Oranlari (%)

Misir 43.90
Soya Fastilyesi Kiispesi 36.30
Bugday 8.12
Misir Gluteni 5.00
Bitkisel Yag 3.00
Kirectasi 1.60
DCP 0.60
Tuz 0.30
L-Lizin 0.35
DL Metiyonin 0.40
L-Threonine 0.08
Vitamin- mineral premiksia 0.35

Besin madde degerleri

Kuru madde, % 88.12
Metabolik enerji , M] /kgb 12.40
Ham protein, % 24.80
Ham yag, % 5.02
Ham kiil, % 7.40
Kalsiyum, % 1.00
Fosfor, % 0.62

a Rasyonun her kilograminda: 3000000 IU Retinol (A vitamini),
1200000 IU Kolekalsiferol (Ds vitamin), 0.36 g Tokoferol (E
vitamini), 1 mg Menadion (K vitamini), 3 mg Tiamin, 4mg
Riboflavin, 3 mg Pridoksin, 0.003 mg Kobalamin (Bi2 vitamini), 10
mg Pantotenik asit, 20 mg Niasin, 40 mg Folik asit, 1 g Kolin, 0.3
mg Biotin, 6 mg Cu, 300 mg [, 100 mg Fe, 0.2 mg Se, 60 mg Mn, 50
mg Zn; b Rasyonlarin metabolize olabilir enerji igeriklerinin
belirlenmesinde Carpenter ve Clegg’'in (1956) denklemi
kullanilmistir.

Arastirma sonucunda elde edilen performans verileri
incelendiginde II. grubun deneme sonu canh agirhigr ve
canli agirlik kazanci kontrol grubundan énemli diizeyde
yliksek bulunmustur (P<0.05). Yem tiiketimi (P<0.05) ve
yemden yararlanma orani (P<0.01) bakimindan ise IL
grubun ortalama degerleri diger gruplara gore istatistiki
diizeyde iyilesmistir (Tablo 4). Arastirmada karkas
parametrelerine iliskin degerler Tablo 5’te verilmistir.
Tablo 5’te de goriilecegi gibi gruplar arasinda ortalama
kesim Oncesi agirliklari, sicak ve soguk karkas agirliklari
bakimindan farklilik olusmamistir. Benzer sekilde karkas
randimani ile but ve go6giis pH degerleri acisindan da
istatistiki 6nemde bir farkliik bulunmamistir (P>0.05).
Bildircinlarda diger kiimes kanathlarinin aksine disi
hayvanlar, erkek hayvanlara oranla daha fazla canl agirlik
ve canl agirhk artisi gostermektedirler (Sarica ve ark.
1998). Bu ozellik dikkate alindiginda gruplarda mevcut
erkek disi oraninin birbirinden farkli olup olmadigini
incelemek amaciyla “Ki kare istatistigi” ile “Bagimsizlik
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kontroli” yapilmistir.  Bu analiz sonucu elde edilen
verilere gore (x2=0.433) gruplarin erkek disi oranlarinin
birbirinden farkli olmadig tespit edilmistir.

Derisiz gogiis eti L* degeri bakimindan, II. grubun et rengi,
kontrol ve I. gruba gore istatistiki 6nemde daha acik
bulunmustur (P<0.001). Benzer sekilde derisiz gogiis eti a*
(kirmizilik) ve b* (sarilik) degerleri bakimindan II. grup
diger iki gruba gore istatistiki dnemde farkh olmustur
(P<0.001) (Tablo 5).

Biberiye ve rezene ugucu yag kombinasyonlarinin
antioksidan etkileri denemenin 1, 7 ve 15. giinlerinde
TBARS analizleri ile belirlenmistir (Tablo 6). Analizin 1. ve
7. giinilinde gruplarin et lipid oksidatif stabiliteleri arasinda
fark gorilmezken (P>0.05) 15. giinde bu benzerligin
ortadan kalktig1 ve ugucu yag eklenen I ve II. grubun MDA
diizeyinin kontrol grubuna gore o6nemli diizeyde diisiik
oldugu saptanmistir (P<0.01).

Tablo 3. Arastirmada kullanilan biberiye ve rezene ucucu
yaglarin 6zgiil agirliklar ve dozajlar

Table 3. Specific gravities and dosages of rosemary and
fennel volatile oils

Spesgflk Kontrol I. Grup II. Grup
gravite2
100 mg/kg 200 mg/kg
Biberiye 0.895
Ugucu Yag ./ml (0.117 ml)  (0.234 ml)
(Gokg B
5.85 ml 11.70 ml
100 mg/kg 200 mg/kg
Rezene 0961
Ugucu Yag ./ml (0.104 ml)  (0.208 ml)
(S0kg)
5.20 ml 10.40 ml

a Biberiye ve rezene ugucu yaglarinin 6zgil agirlik degerleri
rasyonlara katilim miktarlari belirlenirken dikkate alinmistir.

b Rasyonlar, verilen formiil uyarinca 50 kg'lik boéliimler halinde
haftalik olarak hazirlanmigtir.

Tablo 2. Arastirmada kullanilan biberiye ve rezene ucucu
yaginin aktif bilesenleri

Table 2. Active ingredients of rosemary and fennel
essential oil used in the research

Biberiye Ucucu Yagi
Aktif bilesen %
a-Pinene 69.03
Borneol 4.00
Camphor 4.80
Cineol 2.20
Cymen 1.80
Verbenone 1.90
Terpinene 10.20
Mirsene 2.12
B-pinene 1.20
Limonene 0.83
Terpinolen 0.85
Rezene Ucucu Yagi

3-methylbutanol 0.20
a-Pinene 0.59
B-pinene 0.30
B-myrcene 1.30
p-cymene 1.32
1,8-cineole 3.20
y-Terpinene 2.30
Fenchone 10.50
Linalool 1.30
Camphor 0.40
Trans-Anethole 70.58
Estragole 5.01

Tablo 5. Bildircin rasyonuna biberiye ve rezene ucucu yag karmasi ilavesinin, sicak karkas agirligi, soguk karkas agirhigi,

karkas randimany, et pH’s1 ve et L*, a* b* degerleri uzerine etkileri

Table 5. Effects of rosemary and fennel essential oil addition on quail ration, on hot carcass weight, cold carcass weight and

carcass yield, meat pH and meat L*, a*, b* level

Kontrol Grup I Grup II
Biberiye ugucu yagi (mg/kg) 0 100 200 P degeri
Rezene ugucu yagi (mg/kg) 0 100 200
Cinsiyet orani 38/42 42/38 39/41 0.805
Parametreler
Kesim Oncesi Agirhgs, g 169.28 + 3.01 17414 + 3.08 17322 + 341 0.518
Sicak Karkas Agirhigi, g 133.02 + 2.57 136.66 + 242 13451 + 2.88 0.617
Soguk Karkas Agirhigy, g 129.07 + 2.50 13248 + 241 132.00 + 2.32 0.559
Karkas Randimani, % 7631 + 0.87 76.15 + 074 76.30 + 0.36 0.983
But pH 6.44 + 031 6.52 + 0.04 6.47 = 0.03 0.193
Gogiis pH 598 + 0.02 6.01 =+ 0.03 6.03 = 0.02 0.485
L* degeri 36.63> + 0.48 38.62>6 + 0.84 4718 = 141 0.000
a* degeri 10432 + 0.34 10392+ 034 12946 + 047 0.000
b* degeri 1.250 + 0.22 2.53b £ 047 6.22a + 0.60 0.000

ab: Ayni satirda degisik harflerle ifade edilen degerler arasindaki fark énemlidir (P<0.001).
Degerler, ortalama * standart sapma olarak ifade edildi.
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Tablo 4. Bildircin rasyonuna biberiye ve rezene ugucu yag karmasi ilavesinin ortalama canli agirlik (CA), canh agirlik artist
(CAA), yem tiiketimi ve yemden yararlanma orani {izerine olan etkileri

Table 4. Effects of rosemary and fennel essential oil addition on quail ration, on average body weight, body weight gain, feed
consumption and feed conversion rate

Kontrol Grup I Grup II
Biberiye ugucu yagi (mg/kg) 0 100 200 P degeri
Rezene ugucu yagi (mg/kg) 0 100 200
Canhli Agirhik (g) (n=80)
1. Hafta 9.155 + 0.150 9389 + 0.216 9.796 +  0.208 0.062
2. Hafta 31.704> = 0.604 35.809a + 0.511 36.404a £  0.582 0.000
3. Hafta 63.190b + 0.843 70.563a  +  0.686 72.927a £  0.836 0.000
4. Hafta 105.6776 +  1.187 108.808> +  0.978 112.794a= £  0.988 0.000
5. Hafta 149.250b +  1.398 153.625  * 1.414 154.724a  + 1.226 0.012
6. Hafta 169.890> + 1984 175.221a6 +  2.016 177.788a  + 1.937 0.019
7. Hafta 188.6176 +  2.033 193.3463b +  2.606 197.741a £ 2431 0.029
Canhli Agirhik Artisi (g ) (n=5)
1-7. Giin 22,5516 + 0.618 264202+  0.519 26.609a  +  0.603 0.000
7-14. Giin 31.242> + 0.905 34.754a = 0778 36.523a £  0.963 0.000
14-21. Gin 42932 + 1.197 39.570 1.262 39.374 1.383 0.099
21-28. Giin 43.866 + 1.552 44931 1.704 42428  + 1.374 0.509
28-35. Giin 20.640 £ 2342 21596 = 2164 23.064 +  2.320 0.751
35-42. Glin 18.73 + 2.760 18.13 +  3.151 19953 + 3171 0.909
0-42. Giin 179.419> £  2.029 183.943a  +  2.605 187.945a £ 2458 0.046
Yem tiiketimi (g) (n=>5)
1-7. Giin 73.298 + 3.869 80.238 +  7.493 65.575  * 1.951 0.159
7-14. Giin 88.464 + 4322 93421 + 0928 94.165 + 2411 0.353
14-21. Gin 101.787 + 2.833 98.767 +  0.697 100.188 +  0.619 0.485
21-28. Giin 155.132 + 5.349 157.024 +  5.0744 147838 +  3.128 0.364
28-35. Giin 174336 + 4990 175.089 +  2.004 168.088 +  3.894 0.395
35-42. Glin 187.291 + 12.786 181.821 +  8.428 158.712 £  3.301 0.100
0-42. Gin 781.211a  + 18.166 786.121a  + 14.433 734.626> =  6.534 0.041
Yemden yararlanma (g/g) (n=5)
1-7. Giin 3285 + 0.252 3.034 £ 0.274 2467 = 0711 0.057
7-14. Giin 2436 + 0.118 2308 +  0.058 2211 = 0.054 0.190
14-21. Gin 2717 + 0.106 2855 + 0.022 2914 +  0.059 0.178
21-28. Giin 3.539 + 0.126 3494 £ 0.063 3498 + 0.137 0.953
28-35. Giin 8477 + 0.388 8168 + 0.370 7412 + 0501 0.229
35-42. Glin 10402 + 1.320 10.183 £  0.825 8.095 + 0483 0.202
0-42. Gin 4.532>  + 0.132 4442 £ 0.074 4.051a =  0.014 0.005

ab: Ayni satirda degisik harflerle ifade edilen degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05, P<0.01, P<0.001). Degerler, ortalama * standart
sapma olarak ifade edildi.

43



[Serife Sule CENGIZ]

Van Vet], 2018, 29 (1) 39-46

Tablo 6. Bildircin rasyonuna biberiye ve rezene ucucu yag karmasi ilavesinin farkli depolama (+4 °C) zamanlarinda et MDA

diizeyi lizerine olan etkileri

Table 6. Effects of rosemary and fennel essential oil addition on quail ration, on meat MDA level at different storage time (+4

oC)
Kontrol Grup I Grup II
Biberiye UY (mg/kg) 0 100 200 P degeri
Rezene UY (mg/kg) 0 100 200
1. Giin 0.068 + 0.012 0.052 £+  0.007 0.069 * 0.008 0.089
7. Gln 1.000 £ 0.027 0.946 + 0.051 0.832 * 0.093 0.175
15. Giin 1.205a2 £+ 0.010 1.002b + 0.031 0.946b * 0.076 0.002

abe Ayni satirda farkl harf tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P< 0.01).
UY: Ugucu yag; Degerler, ortalama * standart sapma seklinde ifade edildi.

TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada biberiye ve rezene ugucu yag karisimlarinin
bildircinlarin performans ve et kalite parametreleri (renk,
pH, MDA diizeyi) lizerine etkilerinin olusup olusmadigi
arastirllmistir. Ugucu yaglar genellikle 1'den daha diisiik
ozgul agirlik degerlerine sahiptirler. Bu ¢alismada
kullanilan biberiye ugucu yaginin 6zgiil agirhigi 0.895 g/ml,
rezene ucgucu yaginin ise 0.961 g/ml olarak belirlendi
(Tablo 3). Arastirmada kullanilan biberiye ve rezene ugucu
yaglarinin aktif bilesenleri incelendiginde biberiye ugucu
yaginin 6nemli bir boliimiiniin “a-pinen” ve “terpinene”
den rezene ugucu yaginin ise “trans-anethole” ve
“fenchone” dan olustugu goriilmektedir (Tablo 2). Bu
ucucu  yaglarin  kullanildigt  diger  arastirmalar
incelendiginde benzer etken maddelerden olustuklar:
ancak oranlarmin farklilik gosterdigi goriilmiistiir. Cetin ve
ark. (2017) arastirmalarinda kullandiklar1 biberiye ugucu
yaginin 6nemli bir boliimiintin 1,8-cineol (%51.63) den
olustugunu bildirmislerdir. Rezene ugucu yagiyla yapilan
calismalarda ise ana etken maddesinin “trans-
anethole”den olustugu ve diizeyinin %38-82 arasinda
degistigi belirtilmistir (Gulfraz ve ark. 2008; Zoubiri ve ark.
2014). Bu farkliliklara bitkinin yetistigi iklim, topragin
yapis], hasat edildigi dénem, bitkinin denize yakinligi ve
uzakhgl, ugucu yaglarin ekstraksiyon metodu gibi
faktorlerin neden oldugu soylenebilir. Ayrica, kullanilan
ugucu yaglarin, ayni tiir bitkilerden elde edilmis olsalar
bile genotipik 6zelliklerinin ve elde edilis yontemlerinin
farkh olmasi, ucucu yagin elde edilmesinde bitkinin hangi
kisminin kullanildigt ve bu kismin doviilmiis ya da
dovilmemis olmasinin da farkliliklara neden olabilecegi
bildirilmektedir (Hammer ve ark. 1999).

Bu arastirmada bildircin rasyonlarina 200 mg/kg
diizeyinde biberiye ve rezene UYK ilavesi, performans
parametrelerinden canl agirhk kazanci, yem tiiketimi
bakimindan kontrol grubuna gore, yemden yararlanma
orani bakimindan ise hem kontrol ve hem de L. gruba gore
onemli diizeyde iyilesmelere neden olmustur.

Ugucu  yaglarin  kullanildigt  bilimsel  ¢alismalar
incelendiginde rasyona aromatik bitki ve ekstraklarinin
tek baslarina ve kombine ilavelerinin performans
parametrelerinde  farkli sonuglara neden oldugu
gorilmiistir.

Algicek ve ark. (2003) kekik, defne yaprag, adacayi,
mersin yapragl, rezene tohumu ve turunggil ugucu yag
karisimlarindan  olusan kombinasyonu etlik pili¢
rasyonlarinda kullanmiglardir. Deneme sonunda 48 ve 72
mg/kg esansiyel yag kombinasyonu eklenen gruplarin en
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iyi yemden yararlanma oranina sahip olduklarini
bildirmislerdir.

Mahmud (2014) ise farkhi diizeylerde rezene tohumu
(0.25, 0.50 ve 0.75 g/kg) iceren rasyonlarla beslenen Japon
bildircinlarinda canl agirligin 6nemli 6l¢iide arttigini, 0.50
g/kg rezene tohumu kullanimiyla yemden yararlanma
oraninin O6nemli diizeyde iyilestigini ifade etmistir.
Williams ve Rosa (2002) etlik pili¢ rasyonlarina ugucu yag
katkisinin  etkilerini ~ arastirmiglardir.  Calismalari
sonucunda, ugucu yag ilave edilmesinin etlik piliglerin
sindirim sistemindeki besinlerin vizkozitesini diistirerek
yapiskan digki attlimini  ve sindirim sistemindeki
Clostridium perfringens’in kolonizasyonunu azalttigini ve
bunun neticesinde yemden yararlanmanin iyilestigini ve
glinliik canh agirlik artisinin yiikseldigini bildirmislerdir.

Arastiricilar (Tollba 2003; Jamroz ve ark. 2003) ugucu
yaglarin yararh etkilerinin, yem tiiketimini artirmalari,
endojen sindirim enzimlerinin salgilanmasini uyarmalari,
bagisikligi harekete gecirmeleri, antibakteriyel, antiviral,
antioksidan ve antihelmintik etkileriyle iliskili oldugunu
ileri siirmiislerdir.

Buna karsin, Basmacioglu ve ark. (2004) biberiye ve kekik
ugucu yaglarim  kullanarak yaptiklar1  ¢alismalari
sonucunda canli agirlik, yem tiiketimi ve yemden
yararlanma  lizerine oOnemli diizeyde etkilerinin
bulunmadigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Lee ve ark.
(2003) etlik pili¢ rasyonlarina eklenen timol ve
karvakroliin etlik pili¢clerde, Papageorgiou ve ark. (2003)
ise biberiye ugucu yaginin, hindilerin biiyiime performansi
lizerine etkileri olmadig1 sonucuna varmislardir.

Arastirma sonuglar arasindaki bu farkliliklar kullanilan
bitkisel ugucu yagin c¢esidine, yapisindaki etken
maddelerin bilesimine, rasyona ilave edilme diizeyine,
yemin depolanma kosullarina ve rasyonun bilesimine bagh
olarak degisebilmektedir. Ayrica ugucu yaglar tek basina
etkili olabildikleri gibi birlikte kullanildiklarinda da
sinerjik veya antagonist etki gosterebilmektedirler (Evren
ve Tekgililer 2011). Bu calismada elde edilen verilerin
istatistik degerlendirmeleri sonucunda biberiye ve rezene
ucucu yaglarinin birlikte kullaniminin  performansi
iyilestirdigi kanisina varilmistir.

Tablo 5’'te de goriildiigii gibi rasyona 100 ve 200 mg/kg
diizeyinde biberiye ve rezene ucucu yag ilavesi gruplar
arasinda ortalama kesim 6ncesi agirliklari, sicak ve soguk
karkas agirliklar1 bakimindan farklihk olusturmamistir.
Benzer sekilde karkas randimamni ile but ve goégis pH
degerleri acisindan da istatistiki 6nemde bir farklilik
bulunmamistir (P>0.05).
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Yapilan bircok bilimsel ¢alismada rasyona ugucu yag
ilavesinin karkas parametrelerinde artisa neden oldugu
(Mahmud 2014; Penga ve ark. 2016; Yesilbag ve ark. 2014)
bildirilmesine ragmen etkili olmadigin bildiren ¢alismalar
da bulunmaktadir (Alp ve ark. 2012; Basmacioglu ve ark.
2004; Ocak ve ark, 2006). Ucucu yaglarin kanath eti pH s1
tizerindeki etkilerinin arastirildigt  birgok  ¢alisma
(Harmankaya ve Vatansever 2017; Kirkpinar ve ark. 2014;
Symeon ve ark. 2009) incelendiginde pH degerleri
arasinda onemli bir fark saptanmadigl goriilmiistiir. Buna
karsin Yesilbag ve ark. (2011) rasyonlarina biberiye bitkisi
ekledikleri etlik piliglerin gogiis ve but eti pH’larinin
onemli diizeyde dustiiglinii bildirmislerdir. Farkli
aromatik bitkilerden elde edilen ekstrakt driinlerinden
beklenen etkilerin tam olarak alinabilmesi icin bitkiye
uygulanacak ekstraksiyon yontemi ve bu yontemde
kullanilacak uygun ¢oziiciinlin se¢imi biiyilk 6nem
tasimaktadir. Bu durum aromatik bitki ekstraktlar ile
yapilan bir¢ok bilimsel ¢alismada farkl sonuglarin elde
edilmesine neden olabilmektedir.

Bildircin but etlerinin renk Kriterlerine ait ortalama L*, a*,
b* degerleri ve istatistik analiz sonuglar1 Tablo 5’te
verilmistir. Burada L* parlaklik, a* kirmizilik ve b* de sar1
renk Olglisii olarak ifade edilmektedir. Renk degisim
faktorlerinden en fazla etkilen et cesidinin gogiis eti
oldugu bildirilmistir (Isik, 2008). Bu nedenle ¢alismada
etin renk bakimindan degerlendirilmesinde gogiis eti
tercih edilmistir. Bu ¢alismada L* renk kriteri bakimindan
IL. grup en yiiksek L* degeri gostermis olup, diger gruplara
gore daha acik renkli gogiis eti elde edilmesine neden
olmustur. L* degerlerinin daha agik renkte olmasi, tiiketici
kabuli agisindan daha fazla talep olusturmasina sebep
olabilir. Et rengi biiyiik 6l¢iide; myoglobin konsantrasyonu
ve kismen de hemoglobin gibi pigmentlerin ortamda
mevcudiyetine baghdir. Kanath etlerinde renk bozulmasi,
etin icerdigi bu pigmentlerin miktariyla iliskilendirilebilir.
Pigmentlerin kimyasal yapisi ve sonugta etin {izerine
diisen 15181 yansitma orani degisir. Diger taraftan lipid
oksidasyonu iriinleri myoglobin oksidasyon oranini
artirarak kirmizihigi, yani a* degerini diistirmektedir (Chan
ve ark. 1997). Bu arastirmada gogiis etinde tespit edilen
TBARS degerleri (Tablo 5) ile kirmizilig1 ifade eden a*
degerleri arasinda da bu iliski tespit edilmistir. Yani diger
iki gruba gore 6nemli diizeyde yiiksek a* degerine sahip
olan II. grubun TBARS degeri istatistiki anlamda diisiis
goOstermistir.

Kanath etleri yiliksek ¢oklu doymamis yag asitleri
bakimindan zengin olmalar1 nedeniyle oksidatif bozulmaya
olduk¢a duyarhdir. TBARS, lipid oksidasyonunun bir
gostergesi olarak, etteki MDA miktarinin belirlendigi bir
yontemdir. Bu arastirmada, TBARS degerleri iizerine
ucucu yaglarin etkisi 6nemli bulunmustur. Ozellikle
depolama siiresi uzadikca bu etkisini daha iyi ortaya
koyabilmis ve doz artisina baglh olarak antioksidan etkileri
daha da artmistir. Bircok arastirict (Shahat ve ark. 2011;
Robya ve ark. 2013; Gende ve ark. 2009) icermis oldugu
yliksek diizeydeki trans-anethole nedeniyle rezene ugucu
yaginin hem antioksidan hem de antimikrobiyal etkilerinin
oldugunu bildirmislerdir. Skerget ve ark. (2005) ise ugucu
yaglarin yapisinda bulunan fenollerin antioksidan
etkilerinin  hiicre = membrami  {lizerindeki spesifik
antioksidan  etkilerinden ve yiiksek  yogunluklu
lipoproteinlerin oksidasyonunu o6nleyici 6zelliklerinden
kaynaklandigini ileri stirmislerdir. Ayrica, yem Kkatkisi
olarak kullanilan biberiye ve adacay1 ekstraktlarinin
broyler etlerinde yag oksidayonuna karsi etkin olduklari,
antioksidan etkilerinin karotenoid ve flavonoidlerden
kaynaklandigi, E vitamininde bulunan tokoferoller kadar

hiicre ve dokular1 korumada etkin olduklar1 belirlenmistir
(Kamel 2000).

Sonu¢ olarak, saghklh ve dengeli bir yasamin
siirdirtilebilmesi icin tiiketilen besin maddelerinin
glivenilir olmasi ve saglik acisindan hic¢bir risk tasimamasi
gerekmektedir. Insanlarin tiikketimine sunulan hayvansal
tiriinlerin sofraya gelinceye kadar her tiirli denetim
asamalarindan  giivenle  ge¢mesi  beklenmektedir.
Dolayisiyla insanlarin beslenmesinde temel protein
kaynaklarindan birisini olusturan kanath etlerinin de
saglik agisindan risk tasimamasi gerekir. Bu arastirmanin
sonuglarina dayanarak biberiye ve rezene ucucu yag
karisimlarinin bildircin rasyonlarinda kullanimiyla elde
edilen hayvansal frilinlerin raf Omriiniin uzatilmasi
yoniinde kullanim potansiyellerinin bulundugu kanisina
varilmistir. Diger yandan dogal ugucu yaglarin eski
¢aglardan beri yararh etkileri bilinmekle beraber hayvan
beslemedeki etki mekanizmalarinin tam olarak agikliga
kavustugunu soylemek miimkiin degildir. Rasyonlarda
kullanilan ugucu yaglarin kimyasal bilesimleri, birbirleriyle
olan etkilesimleri, maksimum kullanim diizeyleri, karma
yemlere katilma teknolojileri, aktivite siireleri, canl
organizma ve Urilinlerine olan etkileri konusunda daha
ayrintil calismalarin yapilmasi gerektigi diistiniilmektedir.
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SUMMARY

This study was conducted to determine the relationship between hematocrit levels and some hematological and
biochemical parameters after hemolysis of erythrocytes in natural babesiosis sheep. A total of 40 sheep were included in
the study, 20 healthy (control group) and 20 natural babesiosis. Blood samples were taken from the vena jugular of 20
sheep with clinical findings in Biochemistry tube and blood tube with EDTA. DNA extraction was performed in accordance
with the procedure with GeneJetViral DNA (Thermo Scientific, Catalog number: K0821) kit. PCR was performed using a pair
of primers specific for the 18S ribosomal RNA gene region for the detection of Babesia agents. The amplified gene regions
were stained with ethidium bromide on a 1% agarose gel and detected under UV light on a gel imager. According to the PCR
result, 425 bp positivity was determined. Whole hemograms were performed from the blood taken from EDTA tubes.
Serum was taken from the blood taken from the biochemistry tube and frozen at -20 until analysis day. Serum levels of
heparin, serum iron and iron binding parameters were measured. In this study, it was observed that the values of RBC, HTC
(p <0,001), HGB (p <0,05) values decreased in sheep with babesiosis compared to the control group. There was a decrease
in neutrophil counts (p <0,05) compared to the control group, and an increase in lymphocyte, monocyte and basophil
percentage (p <0,05). There was also a significant decrease in PLT numbers (p <0.05). Serum Fe levels were increased (p>
0,05), although statistical significance was not significant compared to the control group. In this study, hepsidine levels in
babesia group were statistically higher than control (p <0,05). As a result, in sheep with babesiosis, it was concluded that
the decrease in erythrocyte parameters, the development of stress leukogram, the increase in iron parameters and
hepsidine levels, and it was concluded that these results may be diagnostic.

Key Words: Babesia, Hepsidine, Iron, Sheep

OZET

Dogal Babesiosis’li Koyunlarda Hepsidin Diizeyleri ile Baz1 Hematolojik ve
Biyokimyasal Parametreler Arasindaki iliskiler

Bu ¢alisma dogal babesiozisli koyunlarda eritrositlerin hemolizi sonrasi hepsidin diizeyleri ile hematolojik ve biyokimyasal
baz1 parametreler arasinda nasil bir iliskinin oldugunu belirlemek amaciyla yapildi. Calismaya 20 saglikli (Kontrol grubu),
20 dogal babesiozisli olmak iizere toplam 40 koyun dahil edildi. Klinik bulgulara sahip 20 koyunun vena jugularisinden
biyokimya ve EDTA'lL tiiplere kan ornekleri alindi. DNA ekstraksiyonu GeneJETViral DNA (ThermoScientific,
catalognumber: K0821) Kkiti ile prosediire uygun olarak yapildi. Babesia etkenlerinin tespiti icin 18S ribozomal RNA gen
bolgesine spesifik olan bir ¢ift primer kullanilarak PCR yapildi. Ampilifiye edilen gen boélgeleri %1’lik agaroz jelde
ethidiumbromid ile boyanarak jel goriintiileme cihazinda UV 1s1k altinda belirlendi. Yapilan PCR sonucuna gore ise 425 bp
pozitiflik belirlendi. EDTA’l tiiplere alinan kanlardan tam hemogram bakilidi. Biyokimya tiipline alinan kanlardan serum
elde edilerek analiz giiniine kadar -20 de donduruldu. Analiz giinii ¢6zdiiriilen serumlardan hepsidin, serum demir seviyesi
ve demir baglama parametreleri 6l¢iildii. Bu ¢calismada babesiozisli koyunlarda kontrol grubu ile kiyaslandiginda RBC, HTC
(p<0,001), HGB (p<0,05) degerlerinin istatistiki azaldig1 goriildii. Notrofil degerlerinde kontrol grubuna gore azalma
(p<0,05) meydana gelirken, lenfosit, monosit ve bazofil ylizdesinde ise artis (p<0,05) goriildii. Ayrica PLT sayilarinda
onemli oranda (p<0,05) azalma belirlendi. Serum Fe seviyelerinde kontrol grubuna gore istatistiki 6nem olmamasina
ragmen artis (p>0,05) goriildii. Bu ¢alismada hepsidin seviyeleri babesia grubunda kontrole gore istatistiki olarak yiliksek
(p<0,05) oldugu belirlendi. Babesiosizli koyunlarda eritrosit parametrelerinde azalma, stres l6kograminin gelistigi, demir
parametrelerinde ve hepsidin seviyelerinde artmalarin oldugu ve diagnostik 6neminin olabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Babesia, Hepsidin, Demir, Koyun

GIRIiS

Babesia tiirleri ixodid keneler ile transtadial ve
transovarial olarak nakledilen eritrositleri enfekte eden

protozoonlardir. Tiim diinyada en sik goriilen tiirler B. ovis
ve B. motasi'dir. (Cicek ve ark., 2004, Kilin¢ ve ark., 2015,
Seving ve ark, 2015). Babesia tiirleri tropical ve
subtropical bolgelerde koyun ve kecilerde 6liimlere sebep
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olarak ciddi ekonomik kayiplara yol acar. Babesioisis
ilkemizde de tiim bolgelerde ozellikle koyunlarda
mevsimsel bir hastalik olarak goriiliir. Babesiosisin klasik
belirtisi  yliksek  atesle  seyreden anemi ve
hemoglobiniiridir. Tedavi edilmeyen hayvanlarda sok
tablosu gelisir ve renal yetmezlik sonucu oliimler goriiliir.
(Yur ve ark, 2010, Esmailnejad ve ark., 2012).

Babesiosis de aneminin gelismesine cesitli faktorler sebep
olur. Bunlardan ilki etkenlerin eritrositleri istila ederek
hemolizine yol agmasi ve bunun sonucunda anemi
olusmasidir. Ayrica hastalik sirasinda artmis lipit
peroksidasyonu ve oksidatif stres faktorleri nedeni ile
hemolitik aneminin olusabilecegi o0One siiriilmektedir.
Etkenlerin eritrositleri enfekte etmesi hematopoiesise
zarar vererek kandaki eritrosit sayisini ve hemoglobin
miktarinida distirdiigii bildirilmektedir. Azalmis eritrosit
sayisl viicutta oksijen transportunu azaltarak hipoksiye ve
hemodinamik ve nonhemodinamik olaylara sebep olur
(Esmailnajad ve ark, 2012, Kiling ve ark., 2015)

Hepsidin, demir metabolizmasinda anahtar rol oynadigi
tespit edilen, hepatositlerde iiretilen, 25 aminoasitten
olusan, antibakteriyel bir peptiddir (Celik 2005). Yiiksek
oranda disiiilfid bagiyla korunmus bir hormondur (Badial
ve ark,, 2011).

Basol ve ark. (2007) gore hepsidin; barsaklardan demir
emiliminin, makrofajlardaki demir déngiisiiniin ve hepatik
depolardan demir saliniminin hemostatik diizenleyicisi
olarak tanimlanir. Hepsidin, transmembran yerlesimli bir
protein olan ferroportin ile etkilesime gecerek hiicresel
demir salinimini diizenlemektedir. Demir depolar1 yeterli
ve yliksek oldugunda, karaciger hepsidin iiretimini arttirir.
Boylece ince barsakta demirin enterositten plazmaya
tasiyan yol bloke edilir. Hipoksi ve demir depolarinin
diisiik oldugu anemide ise, hepsidin tiretimi azalir (Rossi,
2005).

Yapilan calismalarda Babesiosisli hayvanlarda tam kanda
eritrosit, hemoglobin, hematokrit degerlerinin azalmis
oldugu anemi tablosunun siddetli oldugu bildirilmistir.
Ayrica serum demir, bakir ve ¢inko diizeylerinin kontrol
gruplarina kiyasla azalmis oldugu tespit edilmistir
(Chaudhuri ve ark., 2008, Furlanello ve ark., 2005)

Bu calisma; dogal babesiozisli koyunlarda eritrositlerin
hemolizi sonrasi hepsidinin nasil bir davranis
sergileyecegi, hepsidin diizeyleri ile hematolojik ve
biyokimyasal bazi parametreler arasinda nasil bir iliskinin
oldugunu belirlemek i¢in yapildi. Yapilan litaratir
taramalarinda Babesiozisli koyunlarda hepsidin diizeyleri
iizerine herhangi bir bilimsel veriye rastlanmamasi bizi bu
calismaya yonlendirmistir.

MATERYAL ve METOT

Hayvan Materyali:

Bu c¢alismanin materyalini klinik ve laboratuvar
bulgulariyla teshis edilmis dogal olarak infekte 20 adet
babesiozisli koyun ile 20 adet saglikli koyun olmak iizere
toplam 40 koyun olusturdu. Hastalik sikayeti ile gelen
hayvan sahiplarinin isletmelerine gidilerek tani amaciyla
her bir hayvanin Vena jugularisinden usuliine uygun
olarak hematoloji ve 1 biyokimya tiipiine kan alindi
Yapilan froti sonucuna gore etken belirlenen hayvanlar
calismaya dahil edildi. Hastalik tespit edilen hayvanlara
derhal tedavi prosediirii uygulandi. Pozitif olan
hayvanlarin serumlar1 ependorf tiiplerine alinarak ve
depfreezde (-20 °C) calisma yapilincaya kadar muhafaza
edildi.
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Laboratuvar muayeneleri
Hematolojik Parametreler

Hematolojik muayeneler icin alinan kan érneklerinde Red
Blood Cell (RBC), Hemoglobin (HGB)Hemotokrit
(HTC),White Blood Cell (WBC),Lenfosit (Len), Monosit
(Mon), Notrofil (No6t),Eozonofil (Eoz), Bazofil (Baz),
Platelet (PLT), veteriner kan sayim cihazi (Abacus - Junior
Vet5®) ile belirlendi.

Biyokimyasal parametreler

Serum hepsidin seviyeleri hepsidin (Bovine Hepsidin 25®
Cusabio®) kiti ile ELISA cihazinda (ELISA reader® -DAS)
6lciildi. Demir (Fe), Demir baglamama kapasitesi (DBK) ve
Total demir baglama kapasitesi (TDBK) seviyeleri
biyokimya cihazi (Abbot C16200®) ile belirlendi.

DNA ekstraksiyonu ve PCR

Kan 6rneklerinin DNA extraksiyonu GeneJETViral DNA and
RNA purification kiti (ThermoScientific, catalognumber:
K0821) ile kit prosediiriine uygun olarak yapildi. Elde
edilen DNA’lardan niikleik asit amplifikasyonu icin 18S
rRNA gen Dbolgesine spesifik olan BJ1  5'-
GTCTTGTAATTGGAATGATGG-3’ ve BN2 5-
TAGTTTATGGTTAGGACTACG-3’ primerleri ile PCR analizi
yapild1 (Schorn ve ark., 2011). Total 50 pl PCR reaksiyon
mixi olusturuldu ve bunun i¢gindeki DNA miktar1 5 pl, 75
mMTris-HCl (pH8.8), 20 mM NH4(S04)2, 1.5 mM of MgCl,
primerler 10 pmol, 0.2 mM of dNTP ve Taq DNA
polymerase ise 0.5 U (MBI, Fermentas, Lithuania) olacak
sekilde hazirlandi. Is1 dongii cihazinda 94 °C’de 5 dakika
denatilirasyon asamasini takiben 94°C’ de 30 saniye 55
°C'de 30 saniye ve 72°C'de 40 saniye 1s1 dongileri
uygulandi ve bu 1s1 programi 40 siklus tekrarlandi. 72°C’'de
10 dakika stiren final extensiyonundan sonra 425 baz cifti
biiyiikliigiinde DNA iriinii elde edildi. Degerlendirme
amaciyla 100 bp’lik standart kullanildi ve amplifiye olan
DNA iriinleri %1’lik agaroz jelde ethidiumbromid ile
boyanarak jel goriintiileme cihazinda UV 1sik altinda
belirlendi.

istatistik Analizi

Calismada kontrol grubu ile babesiosisli gruptan elde
edilen veriler icin tanimlayic1 istatistikler; ortalama,
standart sapma degerler olarak ifade edildi. Gruplar
arasinda Student’s t testi kullanildi. Ayrica babesiosisli
grupta parametreler arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in
Pearson korelasyon analizi yapildi. Hesaplamalarda
istatistik anlamlilik diizeyi %5 olarak degerlendirildi.
Hesaplamalar igcin SPSS (20) istatistik paket programi
kullanildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen koyunlarda klinik olarak yiiksek
ates (40 °C), hemoglobiniiri, anemi ile birlikte kalp ve
solumun frekansinda artis tespit edildi. Hasta
hayvanlardan alinan 6rneklerden yapilan PCR sonucuna
gore ise 425 bp pozitiflik belirlendi (Sekil. 1).

Kontrol grubuna goére babesiozisli grupta RBC ve HTC
istatistiki olarak énemli oranda (P<0,001), HGB, Neutrofil,
PLT ve Fe-DBK (P<0,05) azalirken, Hepsidin Lenfosit,
Monosit, Bazofil degerlerinde de artis (P<0,05) belirlendi
(Tablo1-2).
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Tablo 1. Kontrol grubu ile babesiozisli grubun hematolojik
ve biyokimyasal parametreleri

Table 1. The haematological and biochemical parameters
of the control group and the babesia group.

Parametreler Kontrol Babesiozis
(n=20) (n=20)

RBC (106/uL) 4.94+0.24 3.06+0.15**
HGB (g/dl) 10.29+0.19 8.79+0.44*
HCT (%) 28.57+0.67 19.23+1.29**
WBC (103/uL) 7.50+0.76 11.05+1.53
Neutrofil (%) 35.77+3.05 11.35+2.50*
Lenfosit (%) 60.90+2.14 75.08+3.40*
Monosit (%) 1.65+0.34 3.98+0.88*
Eozinofil (%) 1.50+1.31 2.27+1.64
Bazofil (%) 0.18+0.13 7.52+5.00*
PLT (103/pL) 415.20+14.16  242.08+90.16*
Fe (ug/dL) 125.00+13.48 174.95+24.46
TDBK (pg/dL) 312.72+19.47 320.83+24.59
DBK (ug/dL) 195.83+22.83  171.11+14.50*
Hepsidin (ng/ml) 32.22+8.94 74.16+16.07*

*P<0.05, **P<0.001 ayn1 satirda bulunan parametreler arasindaki
onemi gosterir; TDBK (Total Demir Baglama Kapasitesi), DBK
(Demir Baglamama Kapasitesi)

425 bp

Sekil 1. PCR testi sonucunun agaroz jel goriintiisii
Figure 1. Agarose gel image of result of PCR test

[M: DNA marker, 1,2,3,4,5,6,7,9: pozitif 6rnekler, 8,10,11:
negatif ornekler]

Tablo 2. Hepsidin seviyeleri ile baz1 parametreler arasindaki iliskileri

Table2. Relations between hepcidin levels and some parameters

Hepsidin RBC HGB HCT Fe (ug/dL) Fe-TIBC Fe-UIBC
(ng/ml) (106/uL) (g/dD) (%) (ng/dL) (ng/dL)
Hepsidin (ng/ml) 1
RBC (106/pL) 0.138 1
HGB (g/dl) 0.096 0.751** 1
HCT (%) 0.472 0.716* 1.000** 1
Fe (ug/dL) -0.347 -0.350 -0.447* -0.369 1
Fe-TIBC (pg/dL) -0.319 -0.272 0.121 -0.130 0.667** 1
Fe-UIBC (ug/dL) -0.311 -0.015 0.258 -0.272 0.005 0.748** 1
*P<0.05 **P<0.01
calismada babesiozisli koyunlarda RBC, HTC (p<0,001),
TARTISMA ve SONUC HGB (p<0,05) degerlerinin istatistiksel olarak azaldig

Babesiozis Ixodidae familyasina bagh kenelerle tasinan bir
kan hastaligidir. Koyunlarda mevsimsel goriilen 6nemli bir
hastaliktir. Hastaligin teshisi mikroskobik baki, serolojik
veya molekiiler metodlarla yapihr (Esmaeilnejad ve ark
2012).

Babesia tiirleri intravaskiiler hemoliz yaparak anemiye,
hemoglobinemiye ve hemoglobiniiriye yol acmaktadir.
Eritrositlerin parcalanmasinda dolay1 eritrosit sayisi,
hematokrit ve hemoglobin seviyeleri azalmaktadir. Bu

gorildi. Hemoglobin seviyelerindeki azalmanin istatistiki
olarak daha az olmasinin nedeni intravaskiiler hemolizden
dolay1 hemoglobinemi olmasi ve hemoglobinin tamamen
dolasimdan uzaklastirilamamasindan dolayr olabilecegi
kanisina varildi. (Tablo 1) Bu ¢alismada babesiozisli
koyunlar icin RBC, HTC, HGB degerleri bir¢ok arastiricinin
calisma sonuglar1 ile (Cicek ve ark 2004, Kilin¢g ve ark
2015) paralellik arz etmektedir.

Lokosit degerlerinin hasta grubunda kontrol grubuna gore
artmis oldugu bu artisin stres lokogrami veya sekunder
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enfeksiyona bagh olabilecegi kanisina varildi. Formiil
l6kosit degerlendirildiginde noétrofil degerlerinde kontrol
grubuna gore azalma (p<0,05) meydana gelirken, lenfosit,
monosit ve bazofil ylizdesinde ise artis (p<0,05) goriildi.
Ayrica PLT sayilarinda 6nemli oranda (p<0,05) azalma
belirlendi.

Demir organizmada o6zellikle hemoglobin ve myoglobin
gibi hem bilesikleri ile ve hem olmayan transferrin, ferritin
ve hemosiderin yapisinda proteinlerle kompleks halde
bulunur. Viicuttaki demirin %55-60’1 eritrosit hiicresinin
icinde hemoglobinde bulunmaktadir (Turgut, 2000,
Uyanik, 2000). Serum Fe seviyelerinde kontrol grubuna
gore istatistiki 6nem olmamasina ragmen artis (p>0,05)
gorildi. Bu artis muhtemelen intravaskiiler hemoliz ve
buna baglh aciga ¢ikan Fe’e bagh olmaktadir

Hepsidin, yangisal uyarilara ve yiiksek demir seviyesine
bir cevap olarak karacigerde tretilen, diisik molekiil
agirhkl antibakteriyel bir peptid hormondur ve demir
depolar1 ve kemik iligindeki eritropoietik aktivite
tarafindan kontrol edilerek salinmakta ve demirin
homeostazisinde rol almaktadir (Singh ve ark, 2011,
Badial ve ark, 2011). Hipoksi ve demir depolarinin diisiik
oldugu anemide ise, hepsidin iiretimi azalir Bu ¢alismada
hepsidin seviyesinin babesia grubunda kontrole gore
istatistiki olarak yiiksek (p<0,05) oldugu belirlendi. Bu
durumun intravaskiiler hemolize bagh olarak olusan
anemi sonucu serum demir seviyelerinin yiiksek olmasina
bir cevap olabilecegi kanisina varildi

Hepsidin mRNA’s1 viicudun Fe seviyesine paralel hareket
etmektedir. Fe seviyesi artiginda artma, azaldiginda
azalma meydana gelmektedir. Fe depolan yeterli veya
yliksek oldugunda, karaciger hepsidin tretimini artirir.
Demirin barsaklardan emilimi, hepatik depolardaki Fe
salimimi1 ve makrofajlardaki Fe dongiistiniin kontrolii
hepsidin tarafindan diizenlenir (Singh ve ark, 2011, Ganz
ve Nemeth, 2012). Bu calismada serum hepsidin ile Fe
seviyeleri arasinda negatif korelasyon olmasina ragmen
istatistiki olarak 6nem (p>0,05) belirlenmedi (Tablo 2).

Sonu¢ olarak, babesiosizli koyunlarda eritrosit
parametrelerinde azalma, stres lokograminin gelistigi,
demir parametrelerinde ve hepsidin seviyelerinde
artmalarin oldugu ve diagnostik 6neminin olabilecegi
kanisina varildi.
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SUMMARY

Recently described dissociative syndrome is a progressive behavioral disorder with poor prognosis and
almost 28% of animals do not seem to respond to the treatment. In the absence or lack of proper treatment,
dissociation worsens and leads to severe cachexia. 4 years old Cocker spaniel-terrier mix male dog referred
with complaints including receptivity loss to the environment, inattentiveness, dumb-looking periods, activity
avoidance, withdrawal, and snapping the air as fly chasing without a reason. After elimination of somatic
reasons, dissociative syndrome was diagnosed based on the history and behavioral examination. 0.5 ml
Risperdal oral solution 1g/1m2, 100 ml (Eczacibasi) was used sid based on 1 mg/m2 dose for 11 kg dog (0.49
m?2). Before and 1 month after therapy, serum serotonin and because of reported prolactin elevation,
prolactin levels were measured. Before and after therapy, there was not a beyond reference value serotonin
(370.5-441.9 ng/ml) and prolactin (1.8-2.1 ng/ml) difference. Significant clinical improvement, interactive
and relatively increased receptivity and contact, not completely lost, but faded and decreased hallucitative
symptoms were observed.

Key Words: Dissociative syndrome, Dog, Risperidone, Prolactin, Serotonin, Hallucination

OZET

Disosiyatif Sendromlu Bir Kdopege Risperidon Tedavisi

Son zamanlarda tanimlanan disosiyatif sendrom, prognozu kétii olan ilerleyici bir davranis bozuklugudur ve
hayvanlarin neredeyse %Z28'inde tedaviye yanit vermemektedir. Tedavi edilmez veya tedaviye cevap
vermezse, durum kotiilesir ve ciddi kaseksi olusturur. Materyali, cevreye duyarsizlik kaybi, dikkatsizlik, aptal
goriniimlii donemler, hareketsizlik, icine kapanma ve havada olmayan sinegin pesinden kosmak gibi
sikayetleri olan 4 yasinda Cocker spaniel-terrier erkek kopek olusturdu. Somatik nedenlerin ortadan
kaldirilmasindan sonra, 6ykii ve davranissal inceleme temel alinarak dissosiyatif sendrom teshis edildi. 11 kg
kopek (0.49 m?) icin 0.5 ml Risperdal oral soliisyon 1 g/1 m2, 100 ml (Eczacibasi) kullanildi. Tedaviden 6nce
ve tedaviden 1 ay sonra serum serotonin ve prolaktin diizeyleri 6l¢iildii. Tedaviden 6nce ve sonra, referans
degerden yiiksek bir serotonin (370.5-441.9 ng / ml) ve prolaktin (1.8-2.1 ng/ml) goriilmedi. Klinik olarak
cevreye karsi ilginin artmasi, sosyallesme ve dikkat toplamada diizelme tamamen kaybolmasa bile oldukca
azalmis halisitatif semptomlari gorilmiistir.

Anahtar Kelimeler: Disosiyatif sendrom, Képek, Risperidon, Prolaktin, Serotonin, Haliisinasyon

INTRODUCTION "

Disorder appears between pre-puberty and 5 years age

= Agrowing loss of receptivity to the environment

Recently described dissociative syndrome is characterised
by a progressive loss of relationships with the real world
in favor of increasingly severe hallucinatory type episodes
(Landsberg et al. 2003). Family prevalance is important.
Prognosis is poor and almost 28% of animals do not seem
to respond to the treatment (Pageat 2012). In the absence
or lack of proper treatment, dissociation worsens and
leads to severe cachexia (Landsberg et al. 2003).
Symptoms of the disorder are categorised into two classes
and diagnosis is based on the presence of the three of class
1 symptoms (Landsberg et al. 2003; Landsberg et al
2012);

= Existence of hallucinatory episodes with constant
themes

= Stereotypes during hallucinatory episodes

= Dumb looking phases with somatosensory activity

= Existence of a pre-morbid stage of the avoidance or
impulsive type

where the existence of at least one class 2 symptom

confirms the diagnosis to the best of our knowledge, no

study or case report exists addressing thesyndrome in
literature except the basic book information (Landsberg et
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al. 2003; Landsberg et al. 2012) and the work of Pageat
(2012).

CASE

4 years old Cocker spaniel-terrier mix, intact male dog
referred tor our university clinics with complaints
including receptivity loss to the environment,
inattentiveness, dumb-looking periods, activity avoidance,
withdrawal, and snapping the air as fly chasing without a
reason especially for the last 3 months. The owners were
worried about the listlessness of their previously joyful
and playful dog and also were quite worried about the
sudden scary, unreasonable episodes of snapping the
empiteness. They stated that their dog was alienating
slowly day by day.

A comprehensive  physical examination, serum
biochemistry, urinalysis and complete blood count were
performed and the absence of any disorders eliminated a
primary somatic origin.

As described before (Landsberg et al. 2003; Landsberg et
al. 2012), Class 1 symptoms of dissociative syndrome
includes; (1) disorder appears between the pre-puberty
period and five years, (2) a growing loss of receptivity to
the environment, (3) existence of hallucinatory episodes
with constant themes, (4) production of streotypes during
hallucinatory phases, (5) existence of dumb-looking
phases with somatosensory activity, (6) existence of pre-
morbid stage of the avoidance or impulsive type and Class
2 symptoms includes; (1) uni-or bilateral dilatation of the
lateral ventricles, (2) presence of isolated peaks on the
EEG, (3) demodicosis. History and behavioral examination
revealed five of class 1 symptoms, so the dog was
diagnosed as dissociative syndrome.

Treatment choices include selegeline and fluoxetine, but
the results obtained with these two treatments were
observed to be transitory (Landsberg et al, 2003).
Risperidone is stated as the treatment of choice at a dose
of 1mg/m?2 once a day (Beata 2001; Landsberg et al.,, 2003;
Landsberg et al,, 2012). Risperidone, a representative drug
of atypical antipsychotics, is a serotonin type 2 (5-HT2)
and dopaminergic D2 receptor antagonist, used in human
medicine in schizophrenia, bipolar mania and irritability
associated with autistic disorder (Schotte et al., 1996). In
dogs, it is also used in sociopathy stage 1 when the
warning phases are still complete, social directed
regression, sociopathies, impulsive aggression,
hallucinatory type signs with considerable safety
(Mannens et al. 1994; Meuldermans et al. 1994; Ader et al.
2005).

0.5 ml Risperdal oral solution 1 g/1 m, 100 ml (Eczacibasi)
was used sid based on 1 mg/m?2 dose for 11 kg dog (0.49
m2). Before and 1 month after therapy, serum serotonin
and, because of reported prolactin elevation
(Meuldermans et al. 1994; Tian et al. 2014), prolactin
levels were measured.

Before and following therapy, there was not a beyond
reference value serotonin (370.5-441.9 ng/ml) and
prolactin (1.8-2.1 ng/ml) difference (Corrada et al. 2006).

Significant clinical improvement regarding behavioral
assessment, interactive behavior, relatively increased
receptivity and contact, not completely lost, but faded and
decreased hallucitative symptoms were observed in the
patient and these findings were consistent with the 5
month follow up examinations.
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DISCUSSION

Average age of the dogs affected has been stated between
12-20 months, but generally disorder appears between
pre-puberty period and five years (Landsberg et al. 2003;
Landsberg et al. 2012). The present patient was 4 years
old, concordant with the given age spectrum.

Family prevalance is important and the reported races
most inclined are German shepherds, Bull terriers, Irish
setters, Rottweilers, Dobermans, Pyrenean Shepherds, and
some cross breeds of Shepherds and Spaniels (Landsberg
et al. 2003; Landsberg et al. 2012). Our patient was also a
cross breed spaniel.

Dissociative syndrome in the dog has newly been
described and this diagnostic category is not used in North
America yet (Landsberg et al. 2003; Landsberg et al. 2012).

A similar condition, psychomotor seizures characterised
by loss of contact with the external environment, by
hallucinations of visual events, or by visceral sensations
(tastes and smells) that are pleasing or distasteful is
described in human medicine. They are accompanied by
visceral motor activity, such as pupillary dilation, and by
somatic motor activity consisting of wildly running around
as though searching for something, along with an excessive
expression of emotion (DeLahunta and Glass 2009). Also
complex partial seizures (psychomotor seizures) have
been observed in dogs that have lesions in the piriform
lobe or hippocampus (DeLahunta and Glass 2009),
representing similar symptoms. Therefore, dissociative
syndrome may be suspected to be a kind of psychomotor
seizure, but, to describe a disorder as a seizure, it has been
stated that otonomic symptoms such as episodes with
salivation, urination and defecation must be presented
(Thomas 2010). As these symptoms are absent in the
dissociative syndrome of dogs, seizure etiology can be
eliminated, but the presence of peaks on the EEG which is
among the Class 2 symptoms are still confusing.

CONCLUSION

In conclusion, dissociative syndrome must be considered
in behavioral diagnostics and risperidone provided
satisfactory effect and didn’t change serotonin and
prolactin levels. Dissociative syndrome is generally
underdiagnosed, to the best of our knowlege there is no
study on this topic . So the present paper is the first case
report on the dissociative syndrome described and
symptomatically treated in a dog.
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A large number of fly larvae were determined in the neck area of a dog brought to the clinics of Kirikkale
University Veterinary Faculty. These determined larvae were identified by considering the morphological
characteristics of the cephalo-pharyngeal skeleton with the anterior and posterior spiracles of the larvae.

Bir Kopekte Wohlfahrtia magnifica ve Lucilia sericata Larvalarina Bagh Travmatik

Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi kliniklerine getirilen bir képegin boyun bélgesindeki yarada ¢ok
sayida sinek larvasi tespit edilmistir. Tespit edilen bu larvalarin tiir teshisleri, larvalarin anterior ve posterior
stigmalar1 ile sefalo-faringeal iskeletin morfolojik 6zellikleri géz 6niine alinarak yapilmistir. Bu larvalarin

ark. 2016; Zanzani ve ark. 2016).

SUMMARY
These larvae were found to be third stage larvae of Wohlfahrtia magnifica and Lucilia sericata.
Key Words: Dog, Myiasis, Lucilia sericata, Wohlfahrtia magnifica

OZET
Myiasis Olgusu
Wohlfahrtia magnifica ve Lucilia sericata liglincii donem larvalari olduklari tespit edilmistir.
Anahtar Kelimeler: Képek, Myiasis, Lucilia sericata, Wohlfahrtia magnifica

GIRIiS

Myiasis, bazi Diptera larvalarinin en az bir zorunlu
doneminde insan ve omurgali hayvanlarin canh veya o6li
dokulari, viicut simvilar1 ve sindirilmis gidalarn ile
beslenmeleri sonucu meydana getirdigi patolojik
durumdur. Myiasis; zorunluy, istege bagl veya rastlantisal
olabilmektedir (Dinger 1997). Larvalar deri, deri alt1 bag
dokusu, yumusak dokular, goz, agiz, burun, mide, bagirsak,
genital sistem ve kulakta parazitlenebilir (Eren ve ark.
2010).

Myiasise neden olan sineklerin biyik bir kismi
Calliphoridae, Hypodermatidae, Sarcophagidae, Oestridae
ve Gasterophilidae ailelerinde yer alir (Dik 2015). Diinyada
ve Tirkiye’de yapilan c¢alismalarda, Sarcophagidae
ailesinde bulunan ve zorunlu myiasis etkeni olan W.
magnifica ile Calliphoridae ailesinde bulunan ve fakiiltatif
myiasis etkeni olan L. sericata larvalarinin hayvanlarda ve
insanlarda travmatik myiasis’e sebep olan dominant tiirler
olduklar1 bildirilmistir (Gaglio ve ark. 2011; Aldemir ve
ark. 2012; Dik ve ark. 2012). Bu iki tiir disinda képeklerde
cesitli myiasis vakalarindan Oestrus ovis, Cutarebra spp.,
Cordylobia anthropophaga, Calliphora vomitara, Lucilia
eximina ve Chrysomya albiceps tirleri de bildirilmistir
(Samsar 1986; Ogo ve ark. 2009; McGarry ve ark. 2011;
Moshaverinia ve Kazemi Mehrjerdi 2016; Munoz-Garcia ve

Kopeklerde travmatik myiasis vakalarinda bugiine kadar
genellikle tek tiirle enfestasyon olgulari bildirilmistir (Saki
2004; Utiik 2006; Eren ve ark. 2010, Aldemir ve ark. 2012;
Isik ve Dik 2015 ). Bu olguda ise bir kopekte boyun
bolgesindeki genis doku kayipli yarada hem W. magnifica
hem de L. sericata’'min lglincii déonem larvalari tespit
edilmistir. Bu nedenle olgunun yayinlanmasi tarafimizdan
uygun gorilmiistir.

OLGU TANIMI

2016 yih Eylil ayinda Kirikkale Universitesi Veteriner
Fakiiltesi kliniklerine getirilen 3 yasinda, erkek kangal
melezi kopegin boyun bolgesindeki genis yarada c¢ok
saylda sinek larvasinin bulundugu tespit edilmistir (Sekil
1).

Bu larvalar toplanmis ve %70lik etil alkol icerisinde
Parazitoloji Anabilim Dali Entomoloji laboratuvarina
getirilmistir. Laboratuvarda larvalar yikanmis ve tekrar
temiz %70’lik etil alkol igerisine alimmistir. Larvalar daha
sonra bir petri kutusu icerisine alinarak iizerine sicak
%70’lik etil alkol dokiiliip, tespit islemi
gerceklestirilmistir. Daha sonra tespit soliisyonundan
¢ikarilan bu larvalar bir miiddet sogutulduktan sonra
icerisinde temiz alkol bulunan siselere aktarilmistir. Bu
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larvalar bu siselerden cikartilarak iizerine bir bisturi
yardimiyla delikler acildiktan sonra %30’luk KOH igerisine
alinmistir. Seffaflasan larvalar distile su ile yikanip
kurutulduktan sonra teshis i¢in uygun alanlar stereo
mikroskop altinda diseke edilerek entellan ile lam {izerine
monte edilmistir. Daha sonra diseke edilen kisimlar
mikroskop altinda incelenerek larvalarin tiir teshisleri
yapilmistir (Zumpt 1965; Ozdal ve Deger 2005).

Sekil 1. Kopek boyun bolgesindeki yarada bulunan
larvalarin goriiniisi

Figure 1. Appearance of the larvae in the dog neck area

Sekil 2. Wohlfahrtia magnifica'nin tgiincii dénem larvasi
A: Posterior stigma B:Anterior stigma C: sefalo-faringeal
iskelet

Figure 2. The third stage larvae of Wohlfahrtia magnifica
A: Posterior spiracles B:Anterior spiracles C: cephalo-
pharyngeal skeleton

s 2N -
Sekil 3. Lucilia sericatamin liglinci doénem larvasi A:
Posterior stigma B:Anterior stigma C: sefalo-faringeal
iskelet

Figure 3. The third stage larvae of Lucilia sericata A:
Posterior spiracle B:Anterior spiracle C: cephalo-
pharyngeal skeleton

Toplanan 218 adet larva anterior ve posterior stigmalar ile
sefalo-faringeal iskeletin morfolojik 6zellikleri géz oniine
alinarak incelenmis ve biylik bir kisminin (%92.2) W.
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magnifica (Sekil 2), az bir kisminin ise (%7.8) L.
sericata’'min (Sekil 3) ftg¢linci dénem larvalart oldugu
belirlenmistir.

TARTISMA ve SONUC

Diptera dizisi, Calliphoridae ve Sarcophagidae ailelerinde
bulunan sinekler diinya genelinde travmatik myiasise
neden olmaktadir. Bu ailedeki baz tiirler zorunlu myiasis
etkeni iken bazilar ise fakiiltatif olarak myiasise sebep
olmaktadirlar.

Giinlimiize kadar diinya genelinde yapilan calismalarda,
kopeklerde travmatik myiasis vakalarinda W. magnifica en
yaygin tespit edilen tiir iken, ikinci siradaki tir ise L.
sericata olmustur. Utiik (2006) pointer cinsi bir av
kopeginin meme boélgesindeki lezyonlardan topladigi tiim
larvalarin, Saki (2004) Elazig bolgesinde travmatik myiasis
goriilen 18 kopekten alinan tiim larvalarin, Kiling ve ark.
(2013) Van’da bir képegin ense yarasindan topladigi 120
larvanin tiimiiniin, Dik ve ark. (2012) 13 kopegin 8’inden,
Orfanou ve ark. (2011) 7 kdpegin tiimiinden, Schnur ve
ark. (2009) ise 55 kopegin 54’iinden toplanan larvalarin
W. magnifica tiiriine ait olduklarini bildirmislerdir. Eren ve
ark. (2010) bir kopegin sirt ve boyun bolgesinden toplanan
22 larvanin tiimiiniin, Isik ve Dik (2015) bir képegin kulak
cevresindeki yaradan topladiklart larvalarin tiimiiniin,
Choe ve ark. (2016) bir kopegin sol gluteal boélgesinden
topladiklar1 216 sinek larvasinin L. sericata oldugunu
tespit etmislerdir. Aldemir ve ark. (2012) bir kdpegin sag
arka tarafindan topladiklar1 27 larvanin timiintin Lucilia
spp. olduklarini ifade etmislerdir. Sunulan bu vakada
kopegin boyun bdlgesindeki yaradan toplanan larvalarin
biiytik bir kisminin (%92.2) W. magnifica, az bir kisminin
ise (%7.8) L. sericata’nin ligiincii donem larvalar olduklari
tespit edilmistir. Daha 6nce sunulan travmatik myiasis
olgularinda genellikle tek tiir tespit edilmis iken,
sundugumuz olguda tek bir yara bolgesinde iki farkl tiire
ait larvalar tespit edilmistir. Bu durum travmatik myiasis
vakalarinda birden fazla tir etkenin ayni anda
bulunabilecegini gdstermektedir.

Kopeklerde travmatik myiasisin yan1 sira oftalmik
(Crumley ve ark. 2011; Delgado 2012), oral (Sevgili ve ark.
2009), nasal (McGarry ve ark. 2011; Zanzani ve ark. 2016)
ve genital myiasis (Gaglio ve ark. 2011) vakalar1 da
bildirilmistir.

Tirkiye’de kopekler disindaki diger omurgali hayvanlarda
da W. magnifica ve L. sericata kaynakli myiasis vakalarina
rastlanmistir. Wohlfahrtia magnifica koyunlarda travmatik
ve oral (Saki ve Ozer 1999; Aydenizdz ve Dik 2008; Dik ve
ark. 2012), sigirlarda ve kecilerde ise travmatik myiasis
vakalarinda tespit edilmistir (Saki ve Ozer 1999; Dik ve
ark. 2012). Lucilia sericata ise, ceylanda genital (Sevgili ve
ark. 2004), sigir, kizil sahin ve les kargasinda travmatik
(Dik ve ark. 2012), kedide okiiler, genital ve travmatik
(Yiicel ve ark. 2008; Eren ve ark. 2010; Dik ve ark. 2012)
ve kecilerde ise travmatik myiasis vakalarinda tespit
edilmistir (Dik ve ark. 2012). Bu ¢alismalarda W. magnifica
daha ¢ok travmatik myiasis vakalarinda tespit edilirken, L.
sericata travmatik myiasisin yani sira bircok farkl myiasis
vakalarinda da ortaya konmustur.

Gerek zorunlu myiasis etkenleri ve gerekse fakiiltatif
myiasis etkenleri hayvanlarda huzursuzluk, istahsizlik, kilo
kaybi, yapagi ve deri kalitesinin bozulmasi ile verim kaybi
sonucunda 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Ekonomik degeri olan hayvanlarda yukarida bahsedilen
durumlar ekonomik  kayip olustururken, pet
hayvanlarimizda 6zellikle travmatik myiasis sonucu olusan
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yaralarin tedavi masraflar1 ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Bu nedenle myiasis vakalarini en aza indirmek
ve/veya ortadan kaldirmak amaciyla sinek miicadelesinin
dogru ve bilingli bir sekilde yapilmasi, sineklerin tireme
alanlarinin en aza indirilmesi, hayvanlarda ve insanlarda
yaralarin usuliine uygun olarak siirekli kontrol edilip
sagaltiminin yapilmasi gerekmektedir.
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SUMMARY

Viral agents have been continuing to cause life threatening chronic infections, deaths and economic losses in
humans and animals. Recently a limited number of antiviral drug is available to treat human, animal and
zoonotic virus infections. The emergence of resistance to these antivirals has created an obstacle for the
treatment of patients who infected with viruses. To struggle with viral infections, there is need to prevent the
emergence of antiviral drug resistance by developing the new strategies or tactics. Recently fidelity variants
and lethal mutagenesis is considered to be an effective strategy for the prevention of drug resistance. This
review summarises the new strategies and antiviral mechanisms being tried to develop in order to fight viral
infections.

Key Words: Virus, Antiviral drugs, Lethal mutagenesis, Fidelity variants

OZET

Yeni Stratejiler Antiviral Ila¢ Direncine Alternatif Olabilir mi?

Viral ajanlar, insanlarda ve hayvanlarda hayati tehdit eden kronik enfeksiyonlara, dliimlere ve ekonomik
kayiplara neden olmaya devam etmektedir. Giinlimiizde insan, hayvan ve zoonotik virus enfeksiyonlarinin
tedavisi i¢in sinirh sayida antiviral ilag mevcuttur. Olusan antiviral ilag direnci bu viruslar ile enfekte
hastalarin tedavisi icin engel teskil etmektedir. Viral enfeksiyonlar ile miicadele icin yeni stratejiler ya da
taktikler gelistirerek olusan antiviral ila¢ direncinin 6nlenmesine ihtiya¢ vardir. Giliniimiizde fidelite
varyantlarinin ve letal mutagenezin ila¢ direncinin dnlenmesi i¢in etkili stratejiler oldugu diistiniilmektedir.
Bu derleme viral enfeksiyonlar ile miicadele amaci ile gelistirilmesi denenen yeni stratejileri ve antiviral

mekanizmalar1 6zetlemektedir.

Anahtar Kelimeler: Virus, Antiviral ilaglar, Letal mutagenez, Fidelite varyantlar

INTRODUCTION

As the most important pathogens to produce casualties,
chronic life-long diseases or economic losses, viruses have
been continuing to cause a global threat (Lazaro 2011, Lou
etal. 2014, Martinez et al.2015). These agents can infect all
species on Earth including human, animal, plant, insect,
bacteria as well as archaea (Costa et al. 2012).At all stages
of life, many of the dangers to human health arise from
viral infections such as haemorrhagic fever viruses
including  Ebola viriis (EBOV), Crimean Congo
Haemorrhagic Fever virus (CCHFV), human
immunodeficiency virus (HIV), SARS-coronavirus, influenza
virus, hepatitis A, B and C viruses (HAV, HBV and HCV).
Similarly, some viruses such as bluetongue virus (BTV), foot
and mouth disease viriis (FMDV), pestiviruses present the
greatest risk to animals (Costa et al. 2012).In the course of
history, several sizeable viral outbreaks have resulted in
the large-scale deaths of animals and human beings. For
instance, the influenza pandemic of 1918, described as a
global disaster, killed 50 million people which is believed
to be higher than the number of people who died in World

War 1 (Taubenger et al. 2006). Likewise, in the 18th and
19thcenturies, rinderpest virus infection, known as ‘cattle
plague’, spread all over the world with hardly a continent
or country left unaffected by this virus. While 200 million
cattle in Western Europe were killed by rinderpest virus
that is known as one the most important morbilliviruses,
80 to 90% of all cattle population in South Africa were
extinguished (Mack 1970). However, at the beginning of
the 21th century, mankind was threatened by two major
influenza virus outbreaks reminiscent of the 1918 flu
pandemic. More recently still, the huge threat to human
health posed by the EBOV was demonstrated by the deaths
of more than 11.000 people in West Africa (WHO 2015).

Despite the availability of highly effective strategies such
as vaccination, public health measures and improvement
of hygiene use for the control and eradication of viral
diseases in populations, only two known viruses, smallpox
virus and rinderpest virus, have been officially eradicated
all over the world, and there are large numbers of viral
diseases which still escape control (Martinez et al.2015).
In recent years, resistance to antiviral drugs is increasingly
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reported as a major challenge, due largely to their over-
prescription and over-usage (Costa et al. 2012). In
addition, since RNA viruses have flexible genetic structure
mutating quickly, and mutations in their genes can lead to
the development of the resistance to antiviral drugs, this
presents a growing challenge for immunocompromised
patients particularly those infected with HIV and HCV
(Costa etal. 2012).

MUTATION AND MUTATION FREQUENCIES OF
RNA AND DNA VIRUSES

All viruses have either DNA or an RNA genome which
always stores their genetic codes. Most RNA viruses cause
serious infections to humans as well as animals. Currently,
none of the DNA viruses appear in the top of the most
serious infectious diseases list whilst RNA viruses are
reported to have taken place in the front rows (Belshaw et
al. 2008). For those viruses, mutation is their most
important feature. Mutational changes occur within the
nucleotide sequences of virus genomes. By comparison, it
appears that RNA viruses have higher mutation frequency
than DNA viruses due to the absence of proof-reading
activity  associated with RNA-  dependent-RNA-
polymerases (RdRPS) which known as the enzyme
responsible for replication of RNA genome (Graci et al.
2012, Meng and Kwang 2014, Rozen et al. 2014). RNA
viruses have 10-5 mutations per incorporated nucleotides
whilst DNA viruses have 10-8 to 10-11 error per base pair
(Graci et al. 2012). Many RNA viruses infect their hosts
which have adaptive immune response that recognize and
destroy pathogens. The high mutation of RNA viruses
facilitates their escape from neutralising antibodies (Meng
and Kwang 2014, Zeng et al. 2014, Pauly and Laurings
2015). Furthermore it provides great adaptability for RNA
viruses to restrict the effects of vaccines and antiviral
treatment. However there are also negative consequences
of mutations which make RNA viruses highly susceptible
to those additional mutations known to have deleterious
effects on viral fitness, and on the ability to adapt rapidly
to new selective pressure (Lazaro 2014).

HIGH AND LOW FIDELITY VARIANTS

Fidelity of RNA viruses is an important factor to constrain
within a rangewhich balances virus replication,
pathogenesis and tissue tropism that is needed for virus
growth (Campagnola et al. 2014, Smith et al. 2014).Viral
RDRPs are known to have high mutation rates generating
low fidelity mutants (known as mutator variants) as well
as high fidelity mutants known as antimutator variants
(Campagnola et al. 2014, Novella et al. 2014, Rozen et al.
2014, Xie et al. 2014).There are some differences amongst
these mutants (Novella et al. 2014). High fidelity mutants
of RNA viruses have higher genetic stability than wild type
virus, replicate slowly, generate fewer RNA genomes with
great accuracy and a higher specific infectivity; in contrast
low fidelity mutants have a high mutation frequency with
many errors, replicate quickly, synthesise more RNA
genomes which have a lower specific infectivity (Meng and
Kwang 2014, Novella et al. 2014, Rozen et al. 2014,
Khantun et al. 2015).Unlike low fidelity mutants, high
fidelity mutants have a lower mutation frequency due to
RdRPs catalysing the replication of genome slowly, thus
have a better chance to reject a nucleotide pair improperly
(Novella et al. 2014). Despite these differences, overall
growth and titers of both high and low fidelity mutants are
not significantly different in vitro (Rozen et al. 2014. Many
researchers have reported that although undergoing
genetic changes, high fidelity mutants do not have
replicative problems in mammalian cells in vitro and may
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reach high titers in the relevant cells, behaving like a wild
type virus. Moreover, these mutants may attenuate with
failures in replication and spread in vivo (Lazaro 2014).
Low fidelity mutants do not also have replicative problems
in vitro (Novella et al. 2014, Rozen et al. 2014).
Furthermore they are attenuated in vivo like high fidelity
mutants (Novella et al. 2014, Rozen et al. 2014).The high
mutation rate with low fidelity in RNA viruses is reported
to be due to three main reasons including a life history, a
variety of replication speed and constraintson virus
evolution. Depending on these reasons, there are also
three major consequences, whichinclude population
viability, mutational robustness and small genome (Graci
et al. 2008).Hence, these cause-result relationships affect
pathogenesis and transmission of RNA viruses during
natural infections (Arisa et al. 2014, Smith et al.2014).

ANTIVIRAL DRUGS and DEVELOPMENT OF DRUG-
RESISTANT MUTANTS

Currently, antiviral compounds can be categorized into
two groups according their effects on viruses and host,
consisting of (i) virus-acting antivirals (VAAs) that directly
or indirectly target the functions of viral proteins, enzymes
and the stages of virus replication cycle, and (ii) host-
acting antivirals (HAAs) that regulate the immune
response and cellular process of a host (Lou et al. 2014,
Martinez et al.2015). In recent times, VAAs are most
commonly applied in the treatment of HIV, HCV and HBV,
herpes and influenza viruses. In 2014, it has been reported
that of the 50 known VAAs approved by the American
Food and Drug Administration (FDA), 26 are used against
HIV (Martinez et al.2015). In addition to, interferon,
antibodies and vaccines are also known to be HAAs are
applied against viral infections (Lou et al. 2014, Martinez
et al.2015). Most VAAs have a direct inhibitory effect on
viral proteins and enzymes which include polymerases
and proteases (Lou et al. 2014).When they are applied,
attachment, entry, polymerase and protease activities are
inhibited; thus the titer of virus starts decreasing to such
an extent that, in terms of the immune system, this might
be an opportunity to clear infection. In the implementation
of these drugs, it is inevitable that mutations causing single
amino acid replacement can become, and result in the
emergence of, drug-resistant virus mutants (DRVM)
(Lazaro 2011). These mutations might not have been
important when evaluating in terms of acute viral
infection; because the immune system succeeds in
controlling the replication of virus as well as DRVM.

Nevertheless, the emergence of DRVM is a serious problem
for those persistent infections which allow sufficient time
for the natural selection that causes single amino acid
mutations, thus permitting the growth of resistant viruses
which cause treatment failure. In presence of drugs,
emerging DRVM can be low frequency in the virus
population until their replication exceeds the rest of
mutants (Lazaro 2011). Furthermore, it is possible to
confront with compensatory mutations that can help
DVRM to increase their fitness. This may create a risk for
treatment because, even if it stops, resistance and
transmission of DVRM may continue to be implicated in an
increasingly serious problem for the treatment of
persistent infections such as HIV, HCV (Lazaro 2011). In
this case we are left to wonder how we will find a
successful therapy for RNA viruses, or how we will protect
people during outbreaks of highly pathogenic viral
infections, such as those caused by influenza virus, ebola
virus and others. DRVM seems to be a hurdle or an
antiviral monotherapy and can be overcome by using
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alternative methods such as combination antiviral therapy
(CAT) via VAAs and broad-spectrum antiviral therapy
(BSAT) ((Lazaro 2011, Martinez et al.2015).

CAT is known to be a successful strategy to reduce DRVM
consisting of simultaneously giving the combination of
several VAAs that target either treatment of infection or
suppression of its symptoms (Martinez et al.2015). VAAs
focus on the specific area of viruses in replication stages,
and combined administration of anti-HCV protease and
polymerase inhibitors for all chronic HCV treatment is the
best example of this strategy (Martinez et al.2015).
Likewise, highly active antiretroviral therapy (HAART)
which is used for HIV treatment is another notable
example. This therapy consists of the combination of one
or two nucleoside reverse transcriptase inhibitors and one
non-nucleoside reverse transcriptase, or one protease
inhibitor. The success of CAT strategies is considerable.
Otherwise, there are still some ongoing unsolved issues in
CAT that can particularly become in coinfections
developing with main infections. These are comprised (i)
the emergence of cross drug-resistance, that would reduce
therapy efficiency, (ii) toxicity created by drug-drug
interaction, (iii) poor treatment response, (iv) emergence
of resistance against virus (Lazaro 2011, Martinez et
al.2015).

LETHAL MUTAGENESIS

Researchers have demonstrated that developing drug
resistance is a significant threat for future treatment of
viral infections with antivirals, because the high error
rates of RNA viruses provide them with great adaptability
(Lazaro 2011). On the other hand, the consequences of this
high error rate mean that RNA viruses are highly
susceptible to mutations which cause deleterious effects
on their fitness, leading to the extinction of virus
populations (Arisa et al.2014). If the error threshold is
crossed, the loss of virus infectivity that depends on the
loss of genetic information would be inevitable (Lazaro
2011). These observations are incorporated into lethal
mutagenesis (LM) proposed as a novel antiviral strategy
which has recently begun to find favour amongst those
looking into its clinical applications (Perales et al. 2011).
The first time the term “lethal mutagenesis (LM)” was used
by Loeb et al. (1999) in their article which had published
the results of research on interactions between mutagenic
pyrimidine analogue and HIV replication in cell culture
(Perales et al. 2011). Following this research which had
suggested the use of mutagenic agents anti-retroviral
drugs, many studies have been performed. The important
results obtained by studying of virus extinction with in
vitro encouraged to create in vivo studies about LM. Firstly
it has been reported that 5-Fluorouracil (5-FU), a
nucleosid analoque, has positive effects on preventing
persistent lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV)
infection in mice in vivo (Ruiz-Jarabo et al. 2003).
Furthermore 5-FU is given to HIV patientsin clinical trials
and this is seen as a first encouraging step for clinical
applications of LM (Mullins et al. 2011). Basically, LM was
inspired by surpassing error threshold or transition into
error catastrophe. If LM is evaluated in terms of targets
and purposes, it can be seen that the target is the genetic
information of virus using mutations to bring about a
reduction in viral fitness. As a result of mutations, a virus
can lose its genetic information when crossing an error
threshold. The aim is to achieve a significant decrease in
virus load, to limit virus viability or bring about viral
extinction by increasing mutation rate of RNA viruses.
Mutagenic nucleoside analogues (NAs), recommended for

treatment of various viral infections e.g herpesvirus, HCV,
HBV and CCHFV, are incorporated into viral RNA genomes
during RNA synthesis, resulting in a significant increase in
the frequency of deleterious mutations of RNA viruses
(Baskin et al. 2005, Bull et al. 2007, Igde and Yazici 2012,
Khantun et al. 2015, Pauly and Laurings 2015). These
compounds can cause a virus to cross an error threshold
thought to be brought about by LM which exploits the high
mutational rate and low mutational tolerance of many RNA
viruses (Pauly and Laurings 2015). Depending on the
consequence of increasing mutation rate, a virus escape
would be significantly lessened by these compounds.
Mutagenic NAs must have some particular characteristics,
including the need not to be toxic for cells, to be specific
for viral polymerases and also to be incorporated in the
place of standard nucleotides in progeny viral RNA during
replication (Ferrer-Ortega et al. 2010; Moreno et al. 2011;
Perales et al.2011). Amongst mutagenic NAs, ribavirin is
one of the best-known models which can cause the
extinction of virus populations as reported in recent
studies on HCV, West Nile virus, Hantaan virus and FMDV
(Lazaro 2011, Moreno et al. 2011, Perales et al.2011).5-FU
and 5-Azacytidine (5-AZA) is another important mutagenic
NA, whose LM effects were reported to have extinguished
populations of FMDV (Sierra et al. 2010), LCMV (Grande-
Perez etal. 2002) and HIV (Dapp et al. 2009).

CONCLUSION

Outcomes of research have shown that many viruses play
an important role in the emergence of severe infectious
disease. As a result of investigations aimed at increasing
knowledge about viruses and pathogenesis, a large of
number antiviral drug have been developed and presented
for using the treatment from past until present. Currently,
antivirals are widely used all over the world for the
treatment of viral disease. However, the growing
resistance to antivirals across the globe presents an
increasing threat to the efficacy of available treatment for
various viral infections such as HCV, HIV and others. Novel
therapies for RNA viruses are urgently needed to counter
the threat from increased antiviral drug resistance. Lethal
mutagenesis is one of the important alternative strategies
studied by researchers. It seems likely that, by using this
lethal mutagenesis approach, a whole range of new
antiviral strategies can be generated, and a greater
understanding of viral population dynamics can be
facilitated.Although the molecular mechanism leading to
lethal mutagenesis is not fully understood, it is
recommended that further investigation should be
undertaken to discover or create new mutagenic
agents.New antiviral protocols should also be designed
with a view to decreasing viral load, facilitating clearance
by the immune system, or eliminating viruses.
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