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Microbiological Quality Evaluation of Various Types Of Cheese’

Pelin KOGAK KIZANLIK, Ergiin Omer GOKSOY

Aydin Adnan Menderes University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Food Hygiene and
Techonology, Aydin-TURKEY

Summary: This study was conducted to determine microbiological quality of various cheese samples. A total of 120
cheese samples (30 white brined cheese, 30 tulum cheese, 30 kashar cheese, 30 lor cheese) were collected from
dairy processing plants' output shops. Cheese samples produced in various processing plants located in Western Ae-
gean region of Turkey (Izmir, Aydin, Mugla) were obtained from the output shops in Aydin. Enumeration of total viable
count (TVC), Staphylococcus aureus and coliforms were carried out, and the presence of Escherichia coli, Salmonella
spp. and Listeria monocytogenes were investigated. The results showed that the mean TVC in white brined cheese,
Tulum cheese, kashar cheese and lor cheese were 9.43 log cfu/g, 9.87 log cfu/g, 7.71 log cfu/g and 9.80 log cfu/g,
respectively. The mean numbers of S. aureus were found in these samples 4.87 log cfu/g, 5.61 log cfu/g, 4.14 log cfu/g
and 5.09 log kob/g, respectively. When the levels of coliform bacteria considered, the least contaminated cheese was
found to be kashar. The presences of E. coli and L. monocytogenes were determined in 32 samples (26.6%) and one
kashar cheese sample (0.83%), respectively. No Salmonella spp. were encountered in any of the cheese samples
investigated. It was concluded that microbiological quality of the cheese samples were generally poor due to inade-
quate hygienic conditions during production processes and marketing. High numbers of S. aureus contaminated
cheese samples may cause food poisoning cases due to its enterotoxins. Contamination with L. monocytogenes and L.
ivanovii may also cause public health risks.

Key words: Cheese, microbiological quality, public health
Cesitli Peynir Tiurlerinde Mikrobiyolojik Kalitenin Degerlendirilmesi

Ozet: Bu calisma, Tirkiye’nin Bati Ege Bélgesinde gesitli mandiralarda retilen Aydin ilinde bulunan mandira satis
noktalarindan satisa sirtlen 120 adet peynir 6érneginin (30 beyaz peynir, 30 tulum peyniri, 30 kasar peyniri ve 30 lor
peyniri) mikrobiyolojik kalitelerini belirlemek amaciyla yapilmistir. Alinan peynir ornekleri soguk zincirde laboratuara
getirilerek Toplam Mezofilik Aerob Canli Bakteri (TMACB), S. aureus, koliform bakteri sayilari ile E. coli, Salmonella
spp. ve L. monocytogenes varligi yoniinden incelenmistir. Mikrobiyolojik analizler sonucunda ortalama TMACB sayilari
beyaz, tulum, kasar ve lor peynir 6rneklerinde sirasiyla 9.43 log kob/g, 9.87 log kob/g, 7.71 log kob/g ve 9.80 log kob/g
olarak bulunurken, S. aureus sayilari ise sirasiyla 4.87 log kob/g, 5.61 log kob/g, 4.14 log kob/g ve 5.09 log kob/g
olarak belirlenmistir. Ornekler koliform grubu bakteriler yéniinden incelendiginde en az kontamine olan peynir grubunun
kasar peyniri oldugu tespit edilmistir. incelen érneklerin 32 tanesinin (%26.6) E. coli ile bir adet kagar peyniri érneginin
ise L. monocytogenes ile kontamine oldugu gézlenmistir. Orneklerin higbirinde Salmonella spp. varligina rastlanil-
mamigtir. Peynir érneklerinin, Gretimi ve pazarlanmasi sirasinda hijyenik kosullara yeterince dikkat edilmemesi nedeni-
yle, genel olarak mikrobiyolojik kalitelerinin diisik oldugu sonucuna varilmigtir. Yapilan analizler sonucunda 6rneklerde
S. aureus yikinin yiksek oldugu belirlenmistir. Bu durum stafilokokal enterotoksinlerin olusturabilecedi gida zehirlen-
meleri riskini arttirmaktadir. Peynirlerin L. monocytogenes ve L. ivanovii ile kontaminasyonu da halk saghgi agisindan
risk teskil etmektedir.

Anahtar kelimeler: Halk sagligi, mikrobiyolojik kalite, peynir

Introduction
Cheese is one of the oldest human foods and is
thought to have been developed approximately

Gelig Tarihi/Submission Date :07.03.2017
Kabul Tarihi/Accepted Date  :22.08.2017
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ress (October 7-11, 2015) in Van, Turkey.

8 000 years ago (16). The long tradition of con-
sumption of fresh and fermented raw milk pro-
ducts was subject to an important change in the
late 19" century, as the developed countries
began wide scale pasteurization of milk to elimi-
nate foodborne (zoonotic bacterial) pathogens
(14). However, cheeses are ready-to-eat (RTE)
food products that do not undergo any further
treatment to ensure their safety before con-
sumption (28).
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In the previous years, there have been many
outbreaks of infection associated with the con-
sumption of various types of cheese (10). Four
bacterial pathogens including Staphylococcus
aureus, pathogenic Escherichia coli, Salmonella
spp. and Listeria monocytogenes are conside-
red as the predominant organisms that are res-
ponsible to outbreaks associated cheese (32).
Pathogenic bacteria contamination of cheese
can be attributed to many sources such as raw
milk used unpasteurized or inadequate pasteuri-
zation for the production of cheese, environ-
mental sources (utensil and equipment during
the processing), post processing, retail process
and personnel (28,41).

Consumption of cheese contaminated with the
mentioned pathogens can lead to serious health
problems which can occasionally be fatal for
consumers (11). S. aureus and E. coli in cheese
are frequently used as indicators of hygienic
quality and show lack of microbiological safety
(40). Staphylococcal food poisoning is an in-
toxication that results from the consumption of
foods containing sufficient amounts of one (or
more) preformed enterotoxin (31).

Salmonella spp. infections have been linked to
outbreaks associated with the consumption of
various types of cheese (13). The typical symp-
toms of the illness include nausea, vomiting,
diarrhea, abdominal cramps and fever while
additional complications associated with the
infection include septicemia or reactive arthritis
(12). Although cheese have some features to
inhibit the growth of L. Monocytogenes such as
added salt, the antimicrobial metabolites, the
presence of low pH and moisture levels, as well
as low refrigeration temperature, it stil may cau-
se health hazards for consumers (11). Listerio-
sis is characterised with a very high fatality rate
compared with those of other foodborne bacte-
ria, preferentially affects individuals, whose im-
mune system is perturbed, including pregnant
women, newborns, old and immunocompromi-
sed people (28).

In Turkey, more than 40 varieties of cheese are
produced. The other cheese varieties such as
kashar, lor, tulum and soft cheese types are
well known that occupy a large place in national
consumption (25). This study was planned to
examine various microbiological parameters
such as total viable count, the numbers of S.
aureus and coliforms, and to detect the pres-
ence of E. coli, Salmonella spp. and L. mono-
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cytogenes in various types of cheese, in order
to observe hygienic quality and possible health
risks from these cheeses.

Materials and Methods

Sampling

A total of 120 cheese samples (30 white brined
cheese, 30 tulum cheese, 30 kashar cheese, 30
lor cheese) were examined in order to evaluate
their microbiological quality. Cheese samples
produced in various processing plants located in
Western Aegean region of Turkey (Izmir, Aydin,
Mugla) were obtained from the output shops in
Aydin. In this study cheese samples were col-
lected from overall nine local Dairy Products
Producing Premises (DPPP) located in various
parts of Western Aegean Region. All samples
were immediately transported to the laboratory
for microbiological analysis under aseptic condi-
tions and in insulated cold boxes at 4°C.
Microbiological analysis

The microbiological analysis procedures were
carried out as stated in TSE (Turkish Standards
Institute) standards (45,48,49). Ten gram chee-
se sample was homogenized in 90 mL of a ste-
rile 0.1% pepton water solution (Merck 107228,
Germany) using a Lab-Blender 400 Stomacher
(Interscience, France) for at least two minutes in
order to enumerate total viable count (TVC), S.
aureus, coliform levels and to determine the
presence of E. coli (21) Decimal serial dilutions
were prepared up to 10°. Serial dilutions were
plated on to selective agar media [Plate Count
Agar (oxoid CM0325), Baird Parker Agar (Oxoid
CM0961), Lauryl Sulphate  Broth(Oxoid
CMO0451),Tryptone Bile X-glucoronide Agar
(Oxoid CM0961)] for each group bacteria.

For the isolation of Salmonella spp. and L. mo-
nocytogenes, 25 g cheese samples were put
into stomacher bags containing 225 mL buffe-
red pepton water (Oxoid CM509, UK) and 225
mL Half Fraser Broth (Oxoid CM895, UK) with
Half Fraser supplement (Oxoid SR166E, UK),
respectively then homogenized least two mi-
nutes. The inoculation, incubation and identifi-
cation procedures were carried out as stated in
TSE standards (46,47). Suspected colonies for
Salmonella spp. and L. monocytogenes were
subjected to serological and biochemical test
kits (Salmonella Latex Test, Oxoid FT 0203A
and Microbact 12L, Listeria ldentification Sys-
tem, Oxoid MB1128, UK) according to the ma-
nufacturer’s instructions.
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Statistical analysis

One-way ANOVA were carried out to determine
the statistical difference between the groups for
TVC and the numbers of S. aureus. When an

Pelin KOCAK KIZANLIK

analysed were not determined, due to the high
determination limit of the plating out method
used (Table 1).

Table 1. The level of TVC and S. aureus (log cfu/g) obtained from cheese samples

TVC S. aureus
n/N MeantSEM n/N MeantSEM
White brined cheese  30/30 9.43+0.18%  24/30 4.87+0.307
Tulum cheese 30/30 9.87+0.10°  28/30 5.61+0.22°
Kashar cheese 26/30 7.7120.12°  14/30 4.14+0.36°
Lor cheese 30/30 9.80+01°  26/30 5.09+0.25°
F 46.23" 3.997

n: positive samples N: number of total samples *: P<0.05, ***: P<0.001.
ab: Different superscripts in the same row were significantly different (P<0.05).

overall significance was observed, Post
Hoctests were performed using Duncan test.
For most probable number (MPN) method used
for coliform count, samples were divided into 3
groups; 1) group with a coliform load of >1100,
2) group with a coliform load of between 1100
ve 3, and 3) group with a coliform load of <3.
Significant differences between groups were
tested using Pearson chi-square test and Fis-
her's exact chi-square test was performed if
there was a low value (<5) in the expected cell
counts.

Results

The lowest mean TVC was observed in kashar
cheese samples. Although there was not any
significant difference between tulum, white bri-
ned and lor cheese samples, a significant diffe-
rence (P<0.001) was found between kashar
cheese and other cheese samples analysed.
The TVC levels of four kashar cheese samples

The lowest mean of S. aureus was also deter-
mined in kashar cheese samples. There was a
significant difference (P<0.05) in the numbers of
S. aureus between kashar cheese, and lor and
tulum cheese samples (Table 1).

The lowest level of coliform was observed in
kashar cheese samples (Table 2). A significant
difference was found between the observed and
statistically expected levels of coliforms in white
brined cheese, tulum cheese and lor cheese
(X% 39.533*** ***: P<0.001). Tulum cheese
was found to be the most contaminated cheese
by E. coli with a prevalence of 36.60%.The pre-
valence of E. coli in white brined cheese, kashar
cheese and lor cheese were 33.3%, 13.3%, and
23.3%, respectively.

Salmonella spp. was not determined in any of
the 120 cheese samples examined. L. monocy-
togenes was found in one kashar cheese samp-
le, and nine other cheese samples were also

Table 2. The levels (MPN/g) of coliform in various cheese samples

Types of cheese

MPN/g(n/N)

>1100

1100-3 <3

White brined cheese 21/30 (70.0%)
14/30 (46.7%)
3/30 (10.0%)

22/30 (73.3%)

Tulum cheese
Kashar cheese
Lor cheese

5/30 (16.7%) 4/30 (13.3%)

13/30 (43.3%) 3/30 (10.0%)

14/30 (46.7%) 13/30 (43.3%)
8 (26.7%) 0

n: positive samples N: number of total samples X?: 39.533*** ***: P<0.001
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found to be contaminated with Listeria spp. ot-
her than L. monocytogenes (Table 3).

Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(2), 86-93, 2018

gens (32). However, for fermented foods high
microbial load observed in the samples may not

Table 3. The distribution of Listeria spp. in various cheese types

White brined
cheese

Tulum cheese

Kashar cheese Lor cheese

L. monocytogenes -
L. ivanovii 2/30 (6.66%)
L. seeligeri -
L.welshimeri -

Listeria spp.

3/30 (10%) -

1/30(3.33%) -

1/30(3.33%) -
1/30(3.33%)
- 1/30(3.33%)
1/30(3.33%)
10/120 (%8.33)

Discussion and Conclusion

Foodborne infections/intoxications are common
public health problem in developed, developing
and undeveloped countries in variable extends
(18). Ninety outbreaks associated with cheese
from 1998 to 2011 were reported by The Cen-
ters for Disease Control and Prevention (CDC).
These outbreaks resulted in 1882 ilinesses inc-
luding 230 hospitalizations, and 6 deaths. A me-
dian of 6.5 outbreaks (range, 3-10) was repor-
ted each year, with no discernible pattern in the
number of outbreaks overall or by pasteuriza-
tion status. The pasteurization status of the milk
used to make the cheese was reported for 82
(91%) outbreaks; 38 (46%) were caused by
cheese made from unpasteurized milk and 44
(54%) by cheese made from pasteurized milk
(17). A detailed review was presented by Kous-
ta et al. (28) regarding to the cheese borne out
breaks occurred in different countries.
Especially in local areas, local DPPPs have
their own consumers who trust the firms, their
products are believed to be safe and consumers
buy their product without any hesitation.

The mean TVC of cheese samples showed that
the lowest microbial load was on kashar cheese
samples with a level of 7.71 log cfu/g and this
level was statistical significant than those obser-
ved from white brined cheese, Tulum cheese
and Lor cheese. Studies conducted in Turkey
by Aygun et al. (5), Simsek and Sagdic (38),
Kursun et al. (30) were in agreement with the
results reported here and showed TVC level
between 10° and 10° cfu/g. For foods, in gene-
ral the level of TVC indicates the presence of
low hygienic practices and the possibility of ot-
her groups of microorganisms including patho-
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give such a sophisticated result due to the diffi-
culties in distinguishing contaminated microor-
ganisms and routine microflora of fermented
food (42).

Similar to TVC, the lowest S. aureus level was
found in kashar cheese and there was a statisti-
cal significance between kashar cheese, and lor
and tulum cheese. While 93.3% of tulum chee-
se, 86.6% of lor cheese and 80% of white bri-
ned cheese samples were contaminated with S.
aureus, 46.6% of kashar cheese samples were
found to be contaminated with this agent. Taka-
hashi and Johns (39) showed the prevalence of
S. aureus in cheddar cheese samples as 12%
in Canada. Jorgensen et al. (24) reported that
75% of cheese samples investigated were con-
taminated with S. aureus. Tekingen and Ozde-
mir (40) reported the mean level of S. aureus as
6.1 log cfu/g in 50 cheese samples collected
from the markets of Van and Hakkari provinces
of Turkey. Contamination degree of S. aureus in
milk and dairy products is mainly associated
with clinical and subclinical mastitis and workers
in the farm, and in the hygienic conditions of
processing plant (9,35,50). The manufacturing
process has also been demonstrated to be the
source of high S. aureus numbers (28). Insuffici-
ent pasteurization and post pasteurization con-
taminations could also lead cheese to be conta-
minated with S. aureus. In raw milk cheeses the
fermentation or ripening process prevent growth
of S. aureus (1). Due to high number of S. au-
reus is needed to produce SE’s (>5 log10 cfu/g)
(23), any condition that stimulate growth of S.
aureus to high levels may cause food poisoning
cases. Therefore, although viable S. aureus
cells are eliminated by processing
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(pasteurization, fermentation or ripening etc),
SE’s once produced are present in the cheese.
According to Turkish Food Codex (TFC) (44) for
coagulase positive S. aureus m and M values
are 10° and 10°cfu/g, respectively. Our mean
values for this pathogen were ranging 4.14 log
cfu/g and 5.61 log cfu/g for different cheese
samples, far above the maximum limits stated
by TFC (44), which might cause food poisoning
cases with improper handling and temperature
abuse conditions.

Kashar cheese was found to be with the lowest
MPN for coliforms and the highest MPN was
found in Lor cheese. The levels of coliforms in
cheese samples other than kashar cheese were
found to be statistically higher than which was
expected. This group of bacteria cause some
technological defects (swelling) in some sort of
soft cheese samples due to heterofermentative
degradation of lactose causing gaseous (CO,),
lactic acid, acetic acid and alcohol (26). The
prevalence of E. coli in white brined cheese,
Tulum cheese, kashar cheese and Lor cheese
were 33.3%, 36.6%, 13.3%, and 23.3%, respec-
tively. As a sum 26.6% of cheese samples were
found to be contaminated with E. coli. The pre-
valence of E. coli in various types of cheese
samples was reported between 4% and 74.3%
by several researchers (7,20,34,43).

No Salmonella spp. was found in cheese samp-
les investigated, our finding for Salmonella spp.
is in agreement with the results of Keskin et al
(27), Aygun et al. (5) and Gilmez and Glven
(19). In contrary, Akkaya and Alisarli (2), Tekin-
sen and Ozdemir (40) found Salmonella spp. in
the cheese samples investigated. While Kahra-
man et al. (25) showed that the prevalence of
Salmonella spp. was 1.7% in 105 white brined
cheese samples, Almeida et al. (3), Erkan et al.
(15), Hayaloglu and Kirbag (22), Miranda et al.
(33), reported the prevalence of Salmonella
spp. as 10.0%, 23.3%, 4.3%, 9.1%, respecti-
vely.

The genus Listeria comprises Six spe-
cies: Listeria monocytogenes, Listeria  inno-
cua, Listeria ivanovii, Listeria welshime-
ri, Listeria seeligeri and Listeria grayi. Among
the genus of Listeria, which cause the infection
of listeriosis in both animals and man, L. mo-
nocytogenes is a major pathogenic microorga-
nism, and bacterium L. ivanovii is rarely patho-
genic for humans (4). According to TFC no L.
monocytogenes must be found in cheese samp-
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les (44).The prevalence of Listeria spp. in chee-
se samples were found to be as 8.33% (ten
cheese samples) and 1 kashar cheese (3.33%)
was found to be contaminated with L. monocy-
togenes. Several researchers reported the pre-
valence of L. monocytogenes in various types of
cheese samples between 1.2% and 4.8%
(6,8,11,19,25,30,37).

Differences between the results above may be
related with the use of raw or pasteurized milk
in cheese production, cheese production tech-
niques, and hygienic conditions during the pro-
duction, storage and sales process, and some
characteristics of cheese such as pH and mois-
ture content. For example, L. monocytogenes
can be found more frequently in high-moisture
cheeses, soft and semi-soft cheeses which ha-
ve water activity higher than hard cheeses
(4,36). Turkish white cheese contains high le-
vels of moisture, and pH, particularly at the sur-
face, increases during ripening; so that they are
more prone to microbial growth than hard or
semi-hard cheeses (25). Producing white chee-
se is different than kashar, tulum and lor chee-
ses. Producers sometimes do not heat milk up
to pasteurization temperatures and/or add raw
milk into pasteurized milk. The reason for this is
to avoid adding CaCl,, which means extra cost
and to save energy and time (29). The other
reason for the high contamination rates for whi-
te brined cheese might be the brine. Pathogens
may be transferred to cheese via contaminated
brine (25). Lor cheese is produced from the
whey leftover from cheese production. The mo-
re manipulation especially in unhygienic conditi-
ons may generally cause the highest levels of
coliforms in lor cheese. In addition three lor che-
se samples were also found to be contaminated
with Listeria spp. Although a second heat treat-
ment was also applied to kashar cheese pro-
cessing, one kashar cheese sample was found
to be contaminated with L. monocytogenes. It
has been stated as rarely pathogenic for hu-
mans, L. ivanovii was found in all types of chee-
se samples except kashar cheese, which might
also cause serious public health problems. L.
seeligeri and L. welshimeri were also found in
tulum and lor cheese samples analysed.

As a result, cheese processing contains integra-
ted procedures from milk supply to retail market.
Therefore, any hygienic problems associated
with milk and processing stages cause cheese
to be contaminated with pathogens.
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Our results showed that cheese samples analy-
sed contaminated with S. aureus higher than
those stated in TFC. High level of S. aureus
may cause food poisoning cases due to its
toxins. L. monocytogenes is a major pathogenic
microorganism, causing foodborne infections
and deaths, and bacterium L. ivanovii is rarely

pathogenic for humans. According to TFC (44),

no L. monocytogenes must be found in food

samples. Our findigs showed that 10 cheese
samples were contaminated with Listeria spp.,
and 7 of which were contaminated with L. mo-

nocytogenes (1 sample) and L. ivanovii (6

samples) that might also cause public health

risks.
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Cig Siit ve Peynirlerden Brucella spp. izolasyonu ve Elde Edilen izolatlarin
Fenotipik ve Molekiiler Yontemler ile Biyotiplendirilmesi*

Sevgi ERDOGDU", Secil ABAY?, Fuat AYDIN?

'Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Kirsehir-TURKIYE
%Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kayseri-TURKIYE

Ozet: Bu galismada, Kayseri ilinde tiiketime sunulan ¢ig siit ve peynirlerde Brucella spp.’nin konvansiyonel ve molekii-
ler yontemlerle arastiriimasi amaglandi. Bu amagla 100 adet ¢ig sut, 100 adet taze beyaz peynir ve 100 adet salamura
beyaz peyniri olmak iizere toplam 300 6érnek materyal olarak kullanildi. Orneklerden Brucella spp. izolasyonu igin, Far-
rell ydnteminden (Farrel Broth’da 6n zenginlestirmeyi takiben Farrell agara ekim) yararlanildi. izolatlarin identifikasyo-
nu, fenotipik testler ve Abortus Melitensis Ovis Suis-Polymerase Chain Reaction, (AMOS-PCR) ile yapildi. Calismada,
sut orneklerinin birinden (%1) ve peynir érneklerinin ikisinden (%2) Brucella spp. saptanirken salamura peynir érnekle-
rinden Brucella spp. izolasyonu yapilamadi. izolatlarin fenotipik identifikasyonu sonucunda siit drneginden elde edilen
izolat, Brucella abortus biyotip 1, taze peynirden elde edilen izolatlar ise Brucella melitensis biyotip 3 olarak tanimlandi.
Ayrica izolatlar AMOS-PCR ile de tiir ve biyotip diizeyinde dogrulandi. Sonug olarak, Kayseri sehir merkezinde satisa
sunulan sit ve peynirlerde belirlenen Brucella spp. izolasyon oranlarinin disik olmasina ragmen enfeksiyonun siddeti
dikkate alindiginda, Brucella turlerini iceren sut ve peynirlerin, halk sagligi agisindan potansiyel risk olugturdugunu
gostermektedir.

Anahtar kelimeler: AMOS-PCR, Brucella spp., peynir, siit

Isolation of Brucella spp. from Raw Milk and Cheese and Biotyping of Recovered
Isolates by Phenotypic and Molecular Methods

Summary: In this study, it was aimed to investigate Brucella spp. in cow raw milk and cheeses presented for consump-
tion in Kayseri province by conventional and molecular methods. For this purpose, A total of 300 samples consist of
100 raw milk, 100 fresh white cheese and 100 pickled white cheese were used as material. The Farrell method
(following pre-enrichment in Farrell broth, culture was made in Farrell agar) was utilized for the isolation of Brucella
spp. from samples. Phenotypic tests and Abortus Melitensis Ovis Suis-Polymerase Chain Reaction, (AMOS-PCR)
were used for the identification of the isolates. Brucella spp. could not be detected from pickled cheese while one of the
(1%) milk samples and two of (2%) fresh cheese samples examined were found to be positive for Brucella spp. in this
study. One isolate from milk and two isolates from fresh cheese were identified as B. abortus biotype 1 and B.
melitensis biotype 3 with phenotypic tests respectively. In addition, isolates were also confirmed at the species and
biotype level by AMOS-PCR. As a result, although the lower rate of isolation of Brucella in milk and cheeses sold in
Kayseri city, considering the severity of the infection, indicates that milk and cheeses containing Brucella species pos-
es a potential risk for public health.

Key words: AMOS-PCR, Brucella spp., cheese, milk

Giris

Brusellozis, insan ve hayvanlarda ciddi klinik
bulgular ve ekonomik kayiplara neden olan
6nemli zoonotik hastaliklardan biridir (19,58).
Konak spesifitesi, fenotipik 6zellikler, virulens
cesitliligi ve genotiplendirme verileri temelinde,
Brucella cinsinde B. abortus, B. melitensis, B.
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suis, B. canis, B. ovis ve B. neotomae olmak
Uzere alti tur ve bu turlere ait 15 biyovarin varli-
g1 bilinmekte iken (24,57) son yillarda Brucella
cinsine B. pinnipedia, B. cetaceae, B. microti, B.
inopinata ve B. papionis sp. nov. olmak Uzere
yeni turler dahil edilmigstir (15,45,56,57).

Enfeksiyon, hayvanlardan insanlara dogrudan
temas, kontamine st ve sit Urlnlerinin taze
olarak tiketilmesi, enfekte damlaciklarin inha-
lasyonu ve bazen et tiketimi ile bulagsmaktadir
(18,19). Gelismis Ulkelerde tamamen ortadan
kaldiriimakla birlikte, hayvanciligin yogun yapil-
dig1, ¢ig sut ve sut drlnlerinin tiketiminin yaygin
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oldugu ulkemizde ve gelismekte olan ulkelerde
halen 6nemli bir halk sagligi sorunu olmaya de-
vam etmektedir (18).

insan brusellozisi, veteriner hekimler, giftciler,
¢obanlar, hayvan bakicilari, st ve peynir ima-
lathanelerinde ¢alisanlar, kasaplar ve mezbaha
iscilerinde gorllen bir meslek hastaligi olarak
tanimlanmistir (19). Hastalik etkeni, insanlarda
titreme ile yukselen ates sonrasi kas ve siddetli
eklem agrilari ile seyreden, uzun sureli sistemik
bir enfeksiyon meydana getirir (18,19).
Brusellozisin bulagmasinda en 6nemli vasita
suttir. Bunun diginda taze peynir urdnleri 6zel-
likle kegi ve koyun peynirleri bulagmadan ikinci
derecede sorumlu besinlerdir. Brucella bakteri-
leri bu UrGnlerde 20 gun ile 3 ay arasinda degi-
sen slrelerde canli kalabilmektedir. Et UGrlnleri
bruselloz igin nadiren kaynak olustururlar. Bu
durumun ¢ig et tliketim oranlarinin disik olmasi
ve kas dokusu igindeki mikroorganizma sayisi-
nin ¢ok dusik olmasi ile ilgili olabilecegi bildiril-
mistir (58).

Ulkemizde sit ve sit Urlinleri (beyaz peynir,
tereyadi, krema, kaymak, dondurma vb.) sevile-
rek tiketiimektedir. Yoresel taze peynir yapimi
¢ig suttin 32-35°C’lere kadar 1sitihip mayalanma-
sI ile saglanir. Peynirin bu sekilde yapilmasi
insanlar agisindan gerek damak tadi gerekse
maddi a¢idan (1sitma maliyeti, peynir randima-
ni) tercih nedenidir. Ozellikle taze peynir, tere-
yag! ve krema gibi UrUnler, pastdrize edilmemis
sutlerden yapildigi bdlgelerde insanlar icin en-
feksiyonun kaynagini olusturur.

Brusellozisin tanisinda direkt ve indirekt yon-
temler kullaniimaktadir. indirekt tani igin gesitli
serolojik testlerden yararlaniimaktadir. Bu test-
ler hizl, pratik ve az maliyetli olmasina ragmen,
bazi durumlarda yanhs pozitif veya negatif so-
nuglar verebilmektedirler (33). Ayrica bazi du-
rumlarda kesin tani i¢in birden fazla testin bir
arada kullanilmasi gerekebilmektedir. Yine sit-
lerde Brucella bakterilerine ait DNA'nin saptan-
masl esasina dayanan molekuler analizden de
yararlaniimaktadir (49). Brucella spp.’nin izolas-
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yonuna dayanan kiiltiirel yoklamalar “Altin Stan-
dart” olarak kabul edilmekte ve her zaman ge-
cerliligini korumaktadir.

AMOS PCR, Brucella tirlerinin identifikasyonu
icin kullanilan énemli PCR analizlerinden biridir.
Bu ydéntem, Brucella kromozomunda yerlesen
IS711 sekansinin tlre 6zgu lokalizasyonundan
kaynaklanan polimorfizm (zerine kuruludur ve
B. abortus'u (biyovar 1, 2, ve 4), B. melitensis’i
(biovar 1, 2 ve 3), B. ovis'i ve B. suis’i (biovar 1)
identifiye edebilmektedir (12). Bu metot, son
zamanlarda B. abortus S19 ve RB51 asi suslari
gibi ek suslarin da tanimlanabilmesi ve tirlerin
tanimlanma performansinin arttirilmasi igin yeni
spesifik primerler eklenerek modifiye edilmistir
(12,16).

Bu calismada, Kayseri ilinde pazar, market ve
sarkiterilerde tliketime sunulan ¢ig st ve pey-
nir érneklerinde Brucella spp. varliginin konvan-
siyonel kuiltir yontemi ve AMOS-PCR ile arasti-
rilmasi amaglandi.

Gereg¢ ve Yontem

Siit ve peynir érnekleri

Calismada, Mayis-Haziran 2012 tarihleri arasin-
da, Kayseri ilinde pazar, market ve sarkiteriler-
de tiketime sunulan ¢ig inek st (100 adet),
taze beyaz peynir (100 adet) ve salamura beyaz
peynirlerden (100 adet) alinan toplam 300 6rnek
materyal olarak kullanildi.

Sat érnekleri 50’ser mL, peynir érnekleri ise ste-
ril bisturi ve pens yardimiyla yaklagik 100 gram
olacak sekilde steril plastik kaplara alinarak so-
Juk zincirde laboratuvara getirildi. Ornekler,
analizler yapilincaya kadar +4°C’de sakland1.
Standart sus

Brucella spp. izolasyonu, izolatlarin fenotipik
testler ve molekuler analiz ile identifikasyonu
asamalarinda Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali kltur ko-
leksiyonunda bulunan B. melitensis ve B. abor-
tus saha suslari (koyun ve sigir abort vakalarin-
dan izole edilen ve PCR ile tanimlanan) kullanil-
di.

Tablo 1. Calismada kullanilan primerler ve beklenen bant biyukltkleri

Amplikon
Primer Sequence 5’-3’ buyukligii Kaynak
(bp)
IS711 TGC CGA TCA CTT AAG GGC CTT CAT
B. melitensis AAA TCG CGT CCT TGC TGG TCT GA 731 Bricker ve
B. abortus GAC GAA CGG AAT TTT TCC AAT CCC 498 Halling, 1994 (12)
B. ovis CGG GTT CTG GCA CCATCG TCG 976
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DNA ekstraksiyonu

Brucella izolatlarindan DNA izolasyonu, MoBio
Ultra Clean™ Microbial DNA (Mo Bio Laborato-
ries, 12224-250, ABD) ekstraksiyon kiti ile yapil-
di.

Primerler
AMOS-PCR testinde [S711, B. abortus,
B .melitensis ve B. ovis primerleri kullanildi
(Tablo 1).

Brucella spp. izolasyonu

Sit 6rnekleri 6000-7000 rpm’de 10 dk santrif(j
edildi. Ustteki kaymak tabakasi uzaklastirildik-
tan sonra alt kisimda yer alan sit érneginden
5er mL alinarak On zenginlestirme amaciyla
icerisinde 45 mL Farrell broth [(Brucella Broth
(Himedia M.348, Hindistan), %5 at serumu
(Oxoid SR0035, ingiltere), 10g/L Glikoz (Merck
1.083461000, Almanya), 1vial/500mL Brucella
Selective Supplement (Oxoid SRO083A, ingilte-
re)] bulunan iki tipe ilave edildi. Tupler 37°C’de
5 glin sureyle biri aerob, digeri ise %5-10 CO,'li
(Thermo Scientific™, CNO025A, ABD.) ortamda
her gun karistirilarak inktibe edildi.

Her bir peynir érneginin farkl bolgelerinden yak-
lasik 10 gram alindi. Steril stomacher posetleri-
ne konuldu. Uzerine 90 mL steril fizyolojik tuzlu
su (FTS) ilave edildi ve stomacherde orta hizda
3 dk karistirilarak homojen hale getirildi. On
zenginlestirme amaciyla igerisinde 90 mL Farrell
broth bulunan iki stomacher poseti alindi. Ho-
mojen hale getirilmis peynir érneginden 10’ar
mL alinarak bu posetlere ilave edildi. Stomacher
posetlerinin agizlari lastik ile gevsek olarak ka-
patildi. Ekim yapilan stomacher posetleri, 37°
C’de 5 gln sireyle biri aerob, digeri ise %5-10
CO.li ortamda inkiibe edildi. inkiibasyon siire-
since ekim yapilan posetler yavasca karigtirildi.

inkubasyon sonunda etiivden cikarilan siit ve
peynir érneklerini igeren tip ve stomacher po-
setleri karistirildiktan sonra her birinden 0.1 mL
alinarak Farrell agara [Brucella Medium Base
(Himedia M.1638, Hindistan), %5 at serumu
(Oxoid SR0035, ingiltere), 1vial/500ml Brucella
Selective Supplement (Oxoid SRO083A, ingilte-
re)] ekimleri yapildi. EKim yapilan petriler ilk izo-
lasyonda kullanilan atmosferde 37°C’de 3-5 guin
siireyle inkube edildi. iInkubasyon sonunda etiiv-
den cikarilan petriler Brucella spp. yoninden
incelendi. Brucella spp. supheli kolonilerden
kanli agara pasaj yapilarak saf kdltlrler elde
edildi.

Segil ABAY

Brucella spp.’nin fenotipik ydéntemler ile
identifikasyonu

Makroskobik morfolojilerine gére Brucella spp.
supheli kolonilerden elde edilen saf kdlttrlerin
identifikasyonu i¢in; Gram boyama, katalaz, ok-
sidaz, hareket, CO, gereksinimi, H,S Uretimi,
Ureaz aktivitesi, boya tolerans testleri, monos-
pesifik serumlarla aglutinasyon gibi fenotipik
testler yapildi (11).

Brucella spp.’nin AMOS-PCR ile identifikas-
yonu

St ve peynir 6rneklerinden izole edilen ve feno-
tipik testlerle identifiye edilen Brucella spp. izo-
latlari, AMOS-PCR ile molekiiler olarak incelen-
di (12). PCR iglemi, AMOS-PCR yotntemine go-
re asagida bildirildigi gibi yapildi.

Toplam 50 pL hacimde hazirlanan PCR karigimi
icin, 10xPCR buffer (Applied Biosystems
N8080129, ABD), 1.5 mM MgCl; (Thermofisher
R0971, ABD), her bir dNTP (Thermofisher
R0241)den 0.25mM, IS711 primerinden 1 yM
olmak Uzere, diger primerlerden (B. abortus, B.
melitensis ve B. ovis) 0.2°ser uM ve 1U tag DNA
polimeraz enzimi (Thermofisher EPO402) kulla-
nildi. Karigimin Gzerine 5 pl ekstrakte edilmis
hedef DNA ilave edildi. PCR’de kullanilan ampli-
fikasyon kosullari; 95°C'de 1.15 dk denaturas-
yon, 55.5°C’de 2 dk primer baglanmasi ve 72°
C’de 2 dk primer uzamasindan olusan 35 siklus
ve 72°C’de 5 dk final uzamadan olustu. Amplifi-
kasyon sonucunda elde edilen PCR durunleri,
etidium bromide ilave edilmis (3uL/50mL), %
1.5'lik agaroz jelde; 120 volt gerilimde 500 A’de
60 dk, elektroforez islemine tabi tutulduktan
sonra, jel dokimantasyon sistemi (Vilber Lour-
mat, Fransa) kullanilarak goériintilendi. Bu test
sonunda Brucella tirleri; jeldeki bantlar, bekle-
nen bant buyuklikleri kargilastirilarak belirlendi
(Tablo 1).

Asi susu ve saha suslarinin fenotipik testler-
le ayirimi

Bu amagla Erdenlig Gurbilek ve ark. (21)'nin
bildirdigi yontemden yararlanildi. B. abortus S19
asl susunun saha susundan ayrimi igin; 5 1U
penisilin/mL, 1 mg/mL i-eritritol ve 2ug/mL tiyo-
nin mavisinin ilave edildigi Gg¢ ayri serum dekst-
roz besiyerinde uUreme testleri kullanildi. Ayrica
izolatin Gremesi icin CO, gereksinimi degerlen-
dirildi. B. melitensis izolatlarinin, B. melitensis
Rev-1 asi susundan ayrimi igin; 20 ug/mL bazik
fuksin ve tiyonin, 2.5 ug/mL streptomisin ve 5 U
penisilin/mL ilave edilen doért ayri serum dekst-
roz besiyerinde Ureme testleri kullanildi.
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Bulgular

Fenotipik testlerle Brucella spp. izolasyon ve
identifikasyon sonuglari

Calismada incelenen 100 adet ¢ig inek sutu
drneginin biri (%1) Brucella spp. ydninden pozi-
tif bulundu. Bu izolat fenotipik testlerle B. abor-
tus biyotip 1 olarak identifiye edildi (Tablo 2,
Tablo 3). incelenen 100 adet taze peynir 6rnegi-
nin ikisi (%2) Brucella spp. ydninden pozitif bu-
lundu. Bu izolatlarin her ikisi de fenotipik testler-
le B. melitensis biyotip 3 olarak identifiye edildi.
Salamura peynir 6rneklerinden ise Brucella spp.
izole edilemedi (Tablo 2, Tablo 3). izolatlarin
fenotipik 6zellikleri ile ilgili detayh bilgiler Tablo
2’'de verilmisgtir.

Brucella spp.’nin AMOS-PCR ile identifikas-
yon sonuglari

Sutten izole edilen ve fenotipik testlerle identifi-
ye edilen bir adet B. abortus izolati igcin AMOS-
PCR sonucunda 498 bp’de bant belirlendi.
AMOS-PCR analizi B. abortus’un 1, 2 ve 4 biyo-
tiplerini (498 bp) saptamaktadir. Bu izolat B.
abortus biyotip 1, 2 ve 4 pozitif olarak saptandi
(Sekil 1).

Taze peynir érneginden izole edilen ve fenotipik
testlerle identifiye edilen 2 adet B. melitensis
izolati igin, AMOS-PCR analizi sonucunda 731
bp’de bant belirlendi. AMOS-PCR, B. meliten-
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sis’in 3 biyotipini de saptamakta olup bu izolatlar
molekuler analizle B. melitensis biyotip 1, 2 ve 3
pozitif olarak saptandi (Sekil 1). Bdylece fenoti-
pik testler ile identifiye edilen izolatlar molekuler
analiz ile de dogrulandi.
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Sekil 1.Brucella spp. izolatlarina ait AMOS-PCR sonuglari-
nin agaroz jel elektroforez (%1.5) goéruntisi M: 100 bp
DNA Ladder, 1: Pozitif Kontrol B. melitensis (731 bp) 2:
Pozitif kontrol B. abortus (498 bp), 3-4: B. melitensis (taze
peynir izolati) 5: B. abortus (sit izolati), 6: Negatif kontrol,
steril distile su.

AsI susu ve saha suslarinin fenotipik testler-
le ayirimi

Calismada elde edilen hem B. abortus hem de
B. melitensis izolatlarinin fenotipik testler sonu-
cunda ags! susu olmadiklari saptandi.

Tablo 2. Tanimlanan Brucella spp. izolatlarinin fenotipik test sonuclar

= _ _ «» Boyalarda Ureme Agliitinasyon Tb fajiile
S .%- «% oF N8 lizis (RTD)
Tiir > 2 82 £% £2 Thionin Fuchsin AntiA AntiM
N o < = P X
©ab ¢ b c
B. abortus Sat 1 ¥ + + - - -+ + + - +
B. melitensis Tazg ) ) e e N N = )
_ _ peynir
B. melitensis Taz(:T i . . - - - .
peynir
a: 1/25000 b: 1/50000 c: 1/100000

A: Monospesifik abortus antiserumu
M: Monospesifik melitensis antiserumu
RTD: Rutin test dilusyonu

Tablo 3. Sut ve peynir 6rneklerinden Brucella spp. izolasyon ve identifikasyon sonuglari

Brucella spp.

Ornek e B. abortus B. melitensis
Kaynak pozitif 6rnek
sayisi
sayisi
St 100 1 + -
Taze peynir 100 2 ) +
Salamura peynir 100 - - _
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Tartisma ve Sonug¢

Brucella etkenlerinin insanlara bulasmasinda,
infekte hayvanlardan elde edilen sit ve st
drtnlerinin ¢ig olarak tiketilmesi, 6zellikle ¢ig
sutten yapilan ve olgunlagsmadan tuketime su-
nulan taze beyaz peynirlerin dnemli rol oynadigi
cesitli calismalarda bildirilmektedir. Yurdumuzun
cesitli bolgelerinde st 6rneklerinden Brucella
spp. izolasyonu ve identifikasyonuna yodnelik
calismalar yapilmistir. Bu galismalarin sonucun-
da Brucella spp. izolasyon oranlarinin %0
(30,31,52) ile %25 (3,10,14,17,22,23,25,32)
arasinda oldugu bildiriimektedir.

Bu galismada Kayseri ¢gevresinde pazar, market
ve sarkiteride satisa sunulan ¢ig inek sut 6r-
neklerinden %1 oraninda Brucella spp. izolas-
yonu yapilmis ve bu izolat B. abortus biyotip 1
olarak fenotipik ve molekiler yontemle identifiye
edilmigtir.

Elde edilen izolasyon orani yukarida bildirilen
arastiricilarin (3,10,14,17,22,23,25,30,31,32,52)
sonuglari ile kiyaslandijinda bazi arastiricilar-
dan (10,30,31,52) yuksek, bazi arastiricilarin
(14,17,22,23,32) sonuglarindan ise disik oldu-
gu gorulmektedir.

izolasyon oranlarindaki bu farklilik; siit érnekle-
rinin brusellozisli ya da bu enfeksiyonu gegiren
hayvanlardan alinmasina ve sutun icerdigi bak-
teri sayisina bagli olabilecedi dusinulmektedir.
Keza, calismamizda kullanilan sut érnekleri di-
rekt olarak hayvanlardan alinmamis olup bir
tankta ya da bir kapta toplanmis olan farkli hay-
vanlarin sutlerini iceren ve satisa sunulan sit-
lerden alinmislardir. Bu sebeple etkenin st ice-
risinde dilie olmasi durumu da g6z 6niinde bu-
lundurulmalidir. Ayrica anilan galigsmalarda; et-
kenin izolasyonunda kullanilan besiyerleri, kulla-
nilan dreme kosullari ve etkenin fenotipik tanim-
lanmasinda kullanilan biyokimyasal aktivitelerin
degerlendirilmesi (subjektif olmasi) gibi faktorle-
rin de bu sonuglara etkili oldugu disundlmekte-
dir. Bunlara ek olarak Ulkelerin Brucella eradi-
kasyon programi igin uygulamaya koyduklari
asilama programlari da g6z 6niinde bulundurul-
malidir.

Dinyanin birgok yerinde yapilan c¢alismalarin
ise daha ¢ok seropozitif hayvanlardan alinan st
orneklerinde Brucella spp. izolasyonuna yonelik
oldugu gorilmektedir (2,27,34,35,38,43,48,60).
Yapilan bu g¢alismalarda seropozitif hayvanlara
ait sut orneklerinde Brucella spp. izolasyon
oranlarinin yliksek olmasi; etkenin enfekte ve
hastaligi geciren hayvanlarin %80’inde lenf no-

Segil ABAY

dullerine kolonize olmasi ve laktasyon boyunca
kronik ya da aralikli olarak etkenin sitle sagili-
mina baglidir (26).

Koyun ve kegiler B. melitensis’in, sigirlar ise B.
abortus’un ana konakgilaridir. infekte hayvanla-
rin sutleri ile yiksek miktarda ve uzun sire sa-
¢llmasi Brucella etkenlerini igeren ve pastorize
edilmeyen sitlerden hazirlanan Grtnlerin tiketi-
mi insanlar igin enfeksiyon kaynagini olusturur.
Bu galismada, 100 taze peynir 6rneginden ikKisi
(%2) Brucella spp. yoninden pozitif olarak belir-
lendi. Bu izolatlarin fenotipik testlerle identifikas-
yonunda B. melitensis biyotip 3 oldugu saptandi
ve molekiler yontem ile de B. melitensis (biyotip
1,2 ve 3) oldudu dogrulandi. YUz adet salamura
peynir drneginden ise Brucella spp. izole edile-
medi.

Ulkemizin farkli bélgelerinde gesitli peynir 6r-
neklerinden Brucella spp. izolasyonuna yonelik
yapilan calismalarda etkenin izole edilemedigi
bildirilmistir (9,25,30,40,46,47,52-54,59). Diger
Ulkelerde konu ile ilgili yapilan ¢alismalarda al-
kemizdeki calismalara benzer olarak Brucella
spp. izolasyonu yapilamadigr bildirilmistir
(20,37). Bu galismalarda, Brucella spp. izolas-
yonu yapilamamasinin nedeni; alinan peynir
Orneklerinin yapildigi sutin kaynagi, etkenin
sutteki kontaminasyon seviyesi, peynir Uretim
sureclerindeki degisiklikler, Gretim sartlari, pey-
nirin olgunlasma suresine bagl olabilir. Ayrica
alinan peynir numunesinde rastgele drnekleme
yapildigi i¢in bakterinin bu kisimlarda bulunma-
masI da bagka bir faktor olarak distnulebilir.
Gerek Tarkiye'de (6-8,13,23,28,29,36,
39,41,44,50,55) ve gerekse diger (Ulkelerde
(1,4,5) cesitli peynir o6rneklerinden Brucella
spp.’nin saptandigi calismalarda Brucella spp.
izolasyon oranlari %2-20.5 arasinda farklilik
gOstermektedir. Calismamizda taze peynir Or-
neklerinden %2 oraninda B. melitensis izole
edilmigtir. Calismamizin bulgulari Eren (23),
Akbarmehr (5), ve Patir ve Dingoglu (41)'nun
bulgulari ile uyumlu iken diger ¢alismalarda (6-
8,13,28,29,36,39,44,50,55) bulgularimizdan
daha yuksek izolasyon oranlari bildirilmistir.
Yuiksek izolasyon oranlari, peynir yapiminda
¢ok miktarda etken iceren sltlerin hammadde
olarak kullaniimasina bagli olabilir. Soéyle ki;
Ulkemizde yéresel taze peynir yapimi gogunluk-
la ¢ig sitlin 32-35°C’lere kadar isitilip ve maya-
lanmasi ile saglanir. Peynirin bu sekilde yapil-
masl insanlar agisindan gerek damak tadi ge-
rekse maddi agidan (1sitma maliyeti, peynir ran-
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dimani) tercih nedenidir. Yuksek dizeyde Bru-
cella spp. igeren sutler, yeterli 1sil isleme tabi
tutulmadigi icin peynirde Brucella spp.’nin kay-
nagini olusturmaktadir. Hasta hayvanlarin bu-
lundugu bdlgelerde sutle bakteri sagilimi yluksek
olabilecedi i¢in analiz edilen peynir érneklerinde
Brucella spp. varligi da o oranda artabilmekte-
dir. Yine peynir érneklerinin rastgele alinmasi,
kullanilan izolasyon yontemleri, peynirlerin ol-
gunlasma stureleri gibi faktorlerde bu izolasyon
oranlar Uzerinde etkilidir. Ayrica bildirilen ¢alis-
malarda peynir 6rneklerinden B. melitensis’in
daha yiksek oranda izole edildigi gortlmekte
olup bu galismada da taze peynir érneklerinden
elde edilen iki izolat B. melitensis olarak identifi-
ye edilmistir.

Bu calismada salamura peynirlerden Brucella
spp. izolasyonu yapilamamistir. Salamura pey-
nirde Brucella spp. izolasyonuna yonelik sinirli
sayida galisma bulunmaktadir. Yapilan galisma
ile uyumlu olarak Atas ve ark. (8) market ve sar-
kuterilerden alinan 120 adet salamura beyaz
peynir drneginde Brucella spp. izole edemedik-
lerini bildirmislerdir. Brucella etkenlerinin %20
tuz igeren salamurada ¢ig sutten yapilmis pey-
nirde 35-40 gin (12°C’de) yasayabildigi rapor
edilmistir (42). Salamura peynirde, peynir igerisi-
ne homojen tuz gegisinin saglanmasi ve peyni-
rin salamura icerisinde kalig suresi gibi faktorle-
rin de Brucella spp. izolasyonunda etkili oldugu
dusunudlmektedir.

Tark Gida Kodeksinde ¢ig sitten yapilan peynir-
de koagulaz pozitif stafilokoklarin varligi ve c¢ig
sut veya pastérizasyondan daha az sicaklik uy-
gulanmis sutten Uretilen tereyag ve krema igin
E. coli varligi ile ilgili dizenleme mevcut olmasi-
na ragmen peynirlerde Brucella bakterilerinin
varliginin arastiriimasina iliskin herhangi bir du-
zenleme bulunmamaktadir. Tirk Gida Kodeksi
Peynir Tebligi (Teblig No:2015/6) (51) incelendi-
ginde piyasaya surilen peynirlerin Brucella et-
kenleri yonunden kontrolu ile ilgili bilgilerin ye-
tersiz oldugu anlasiimaktadir.

Sonug olarak, ¢alismamizda elde edilen Brucel-
la izolasyon oranlar literatur verileri ile kiyaslan-
diginda dusuk olmasina ragmen etkeni igeren
bu sut ve peynirlerin tiketiminin halk saghgi
acisindan risk olusturdugu dusinilmektedir. Cig
sut ve peynirlerin tiketimden 6nce Brucella spp.
icermemesi konusunda yeterli yasal dizenleme-
lerin yapilmasinin bu tip peynirler ile bulagsmala-
ri azaltacagi kanisini guglendirmektedir.
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Gebe Tavsanlarda Deneysel Ketozis Olgularinda Fetal Umbilikal Arter Doppler
Uygulamalarinin Diagnostik Etkinliginin Incelenmesi’

Saziye URAL, Giines ERDOGAN

Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali, Aydin-
TURKIYE

Ozet: Bu galismada deneysel ketozis olusturulan gebe tavsanlarda fetal Doppler ultrasonografi ile fetal dolasim {izerin-
deki degisikliklerin tespiti ve umbilikal arter (UA) Doppler indekslerinin tani degerinin arastiriimasi amaglanmigtir. Ma-
teryal olarak; 14 adet saglikli Yeni Zelanda irki gebe disi tavsan kullanildi. Gebe hayvanlardan, ketozis grubundaki
(n=7) tavsanlar gebeligin son trimesterinde bes giin boyunca a¢ birakilarak ketozis indiiksiyonu yapildi. Kontrol gru-
bundaki (n=7) hayvanlar ise normal sekilde beslenmeye devam edildi. Ketozis indiksiyonuna gebeligin 2511 glnlerin-
de baslanip, hastaligin kesin tanisi ginlik idrar orneklerinin strip muayenesinde keton cisimciklerinin varligina gore
yapildi. Her iki galisma grubunda bes gin boyunca ginlUk alinan vendz kan serum Orneklerinden glukoz ve Beta-
hidroksi butirat (3-HBA) degerleri kaydedildi. Ek olarak; gebelik toksemisinin olasi fetal hemodinamik etkisini tespit
etmek icin UA'deki kan akimi Doppler ultrasonografi ile incelendi. UA pulsatilite (Pl) ve rezistans indeks (RI) degerleri
sol abdomenin en kaudalinde gézlenen yavru lizerinden kaydedildi. Calisma sonunda dogumlar normal olarak ve yar-
dimsiz gergeklesti. Olglimler sonucunda ketozis grubunda kan glukoz ve B-HBA degerlerinde énemli oranda artis go-
ruldi (P<0.05). Bununla birlikte; UA Doppler indeks degerlerinde gruplar arasinda 6énemli bir farkhilida rastlanmadi
(P>0.05). Ayrica diastol sonu blok, ters akim ve sistol sonu gentiklenme de gorilmedi. Sonug olarak; gebeligin son
trimesterindeki ketozisli gebe tavsanlardaki fetal UA Doppler ultrasonografi indekslerinde tani degeri tasiyabilecek
onemli bir farkliliga rastianmamistir. Elde edilen bulgularin gebelik toksemisi olgularinda fetal dolasimin alternatif yon-
temlerle izlenmesi konusunda yardimci olabilecegi disunilimektedir.

Anahtar kelimeler: Fetal Doppler, ketozis, tavsan

Evaluation of the Diagnostic Effectiveness of Fetal Umbilical Artery Doppler Applications in the
Case of Experimental Ketosis in Pregnant Rabbit

Summary: It was aimed to determine the changes in the fetal blood flow in experimental ketosis cases via Doppler
ultrasonography and determine the diagnostic value of umbilical artery (UA) Doppler indices in pregnant rabbits. Four-
teen healthy, pregnant, New Zealand rabbits were used. Pregnant rabbits in the ketosis group (n=7) were feed depri-
ved during five days of third trimester for ketosis induction. The control group (n=7) animals were feed regularly. The
ketosis induction was started at 25+1 days of pregnancy and the definitive diagnose were performed based on the
presence of ketone bodies in daily urine samples via strip inspection. Daily serum levels of serum glucose and Beta-
hidroksi butirate (B-HBA) were recorded during five days. Besides, UA blood flow was examined with Doppler ultraso-
nography for detecting of haemodynamic effects of pregnancy toxemia. UA Doppler pulsatility (PI) and resistance indi-
ces (RI) were recorded from the most caudal fetus in the left uterus horn. Parturitions were occurred normally and
without any assistance. After measurements, the blood level of glucose and B-HBA were increased in ketosis group
(P<0.05). Although no significant difference was in UA Doppler indices between study groups the end diastolic block,
reverse flow and end systolic notching were detected (P>0.05). In conclusion, any significant difference in fetal UA
Doppler indices that could be used as diagnostic value was not detected in ketosis cases of rabbits in last trimester. It
is considered that the findings might be helpful for advances in alternative fetal monitoring in pregnancy toxemia cases.

Key words: Fetal Doppler, ketosis, rabbit
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Kabul Tarihi/Accepted Date  : 19.09.2017 Cesitli tirlerde gebelik déneminde karbonhidrat
ve ugucu yag asit metabolizmasinin bozulmasi

Bu calisma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Aragstir- sonucu olusan ketozis gebelik toksemisi ile so-

ma Projeleri Birimi tarafindan 14015 no’lu proje ile destek-

lenmistir. nuglanir (5,6,22,26,30). Hastalik ileri gebelik
"Bu galisma VI. Uluslararasi Katilimli Tiirk Veteriner Jineko- doéneminde biyuk fetal yik ve/veya beslenme
loji Dernegi Kongresi'nde sunulmustur. dizeyindeki azalimin vyarattigi negatif enerji

103



Ketosiz olgularinda fetal umbilikal arter...

dengesizligi nedeniyle daha ¢ok koyunlarda
(18,21,32,33,38), daha az oranda ineklerde go-
rulmekte (33), ayrica tavsan, kobay faresi, ko-
pek, gelincik gibi monogastrik turlerde de rast-
lanmaktadir (1,3,9,23,27,29).

Gebe tavsanlarda gorilen ketozis olgulari gebe-
ligin son haftasinda veya dogumdan bir-iki giin
once sekillenir. Hastaligin etiyolojisinde gebeli-
gin son trimesterinde fetal karbonhidrat gereksi-
niminin yetersiz besleme ya da hiperfotasyon
nedeniyle maternal yolla karsilanamamasi ilk
sirada yer alir. Bununla birlikte, obezite ve hare-
ket yetersizliginin etkili oldugu da dusutnulmek-
tedir (2,34). Dogum sonrasinda ise yeni yavrula-
yan digilerin yetersiz ya da dusuk enerijili ras-
yonlarla beslendigi durumlarda da hastalik orta-
ya ¢ikmaktadir. Midede kil topaklarinin olugsumu
yem tlketimini azaltarak gebelik toksemisine
neden olabilir (39). Gebelik toksemisi gorilen
tavsanlarda kas tonusunda zayiflama, istahsiz-
lik, tasipne, nefes ve idrarda aseton kokusu
g6zlenmektedir (34). Bu hayvanlarda yagh kara-
ciger sendromu ve safra kesesinde buyime
gorular (39). Otopside en 6nemli bulgular, kara-
ciger ve bdbrekte yaglanmadir (2).

Obstetrik alanda Doppler ultrasonografi pratik
ve hizli bir gekilde uygulanmasi, noninvaziv ol-
masli ve fetusler hakkinda ger¢cek zamanli so-
nuglar vermesi agisindan énemli bir 6n tani ara-
cidir. Son yillarda teknolojik gelismelere paralel
olarak veteriner obstetrik alandaki galismalar
hiz kazanmig, 6zellikle evcil hayvanlarda mater-
nal ve fetal damarlarin hemodinamik agidan
degerlendiriimesi mumkuin olmustur (4,10,13,
25,28,31,37). Fetal izlem sirasinda yapilacak
Doppler ultrasonografi gesitli patolojilerin tanisi
ve sagitim protokolinin belirlenmesinde etkili
bir 6n tani yontemidir. Gebe tavsanlardaki fetal
monitorizasyon ise veteriner hekimlikte oldukga
yeni bir arastirma konusudur (8,31). Bununla
birlikte; tavsan plasentasinin  hemokoriyal-
diskoidal yapisinin kadin plasentasi ile uyumlu
olmasi nedeniyle tip hekimliginde de deneysel
¢alismalarda tercih nedenidir (7,12).

Sunulan ¢alismada deneysel ketozis olusturulan
gebe tavsanlarda Doppler ultrasonografi ile UA
kan akiminin incelenmesi ve hastaligin Doppler
indeksleri Uzerindeki etkisinin arastiriimasi
amaclanmistir.

Gereg ve Yontem

Calisma, Adnan Menderes Universitesi Veteri-
ner Fakiltesi, Dogum ve Jinekoloji Klinigi'nde
gerceklestirildi. Calisma materyalini 14 adet

104

Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(2), 103-109, 2018

saglikli Yeni Zelanda irki disi tavsan olusturdu.
Calisma sirasinda yapilacak klinik uygulamalar
Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun
B.30.2.ADU.0.00.00.00/0.50.04/2011/101  nolu
onayi ile yapiimigtir. Fertilitesi dnceden belirlen-
mis olan ayni irktaki erkek bireylerle kontrolll
olarak ciftlestirilen tavsanlara ayni giin ovulas-
yonu desteklemek amaciyla 0.2 ml/IM Buserelin
enjekte edildi. Gebelik tanisi 9. glinlerde 8 MHz
mikrokonveks problu transabdominal ultraso-
nografi ile yapildi ve haftalik muayeneler ile tim
gebelikler izlendi.

Calisma materyali randomize sekilde iki esit
gruba ayrildiktan sonra ketozis grubundaki
(n=7) gebe tavsanlar gebeligin 25+1 ginlerinde
baslamak Uzere bes giin boyunca a¢ birakildi.
Kontrol grubundaki (n=7) hayvanlar normal se-
kilde beslenmeye devam edildi. Bu slregte her
iki gruba ait klinik ve laboratuvar bulgulari kay-
dedildi. Bu amagla tim tavsanlardan denemenin
ilk gininden (0. Gun) baslayarak bes guin bo-
yunca 24 saat arayla kulaktan ven6z kan 6rnek-
leri alindi. Santrifuj sonrasi serum o6rnekleri ¢i-
kartilarak glukoz ve Beta-hidroksi butirat (B-
HBA) degerleri spektrofotometrik yontemle ol-
guldu. Glikoz igin ticari kit ile Sinnowa BS 3000P
¢ift okumali fotometre, 3-HBA icin ise ticari kitle
Schimadzu 1601 spektrofotometre cihazi kulla-
nildi. Bununla birlikte tavsanlardan gunluk idrar
ornekleri alinarak strip muayene gerceklestirildi
ve keton cisimciklerinin tespiti ile hastaliin ke-
sin tanisi yapildi.

Umblikal arter kan akiminin incelenmesi igin
g¢alismanin 0-5. gunlerinde guinde bir kez Pie
Medical My-Lab30 (Esaote@- Italya) ultraso-
nografi cihazi ile transabdominal ultrasonografi
yapildi. Bu amagla sol abdomenin en kaudalin-
de gbzlenen yavruya ait gébek kordonunun orta
kismindaki serbest noktadan Pulsed Wave
(PW) Doppler dlgumleri yapilarak pulsatilite (PI)
ve rezistans (RI) degerleri kaydedildi. Olgiimler
alinmadan once, en az Ug¢ duzenli kardiak siklus
egrisinin gézlenmis olmasina dikkat edildi. Mua-
yene islemleri sirasinda fetls ve/veya annenin
hareketlendigi ya da solunum hizinin arttigi du-
rumlarda uygulamaya ara verildi. Yine ¢ekimler
sirasinda maternal - fetal dokularda olusacak
termal ve kavitasyon etkisini en aza indirmek
icin 30 sn dlgum sonrasi en az 60 sn ara verildi.
insonasyon agisinin 20%nin (zerinde olan po-
zisyonlardaki olgimler degerlendirme digi bira-
kildi.
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Calismadan elde edilen verilerin istatistiki yon-
den incelenmesi, Minitab-16 programinda Stu-

dent t testi yapildi.

Bulgular

Giines ERDOGAN

Calisma materyalinde gebelik slreci boyunca
hayvanlarda herhangi bir genel ve reproduktif
sorunla karsilasilmadi. Gebelik siresinin fizyo-

Tablo 1. Gruplara gére gunlik ortalama serum glukoz degerleri (mmol/ml)

Kontrol Grubu

Ketozis Grubu

Ginler (n=7) (n=7)

1. giin (mmol/ml) 2.31+1.75 6.52 £ 0.86
2. giin (mmol/ml) 2.38+1,8 3.83+2.35
3. giin (mmol/ml) 2.23+1.82 6.46 + 0.66
4. giin (mmol/ml) 3.04 +1.57 6.28 + 0.46
5. giin (mmol/ml) 2.87+2.32 6.09 + 1.89

Degerler ortalamazstandart hata olarak verilmistir. Bes giin boyunca kontrol ve ketozis gruplarinda élcllen serum glikoz de-
gerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir.*:

P<0.05

Tablo 2. Gruplara goére gunlik ortalama serum (3-HBA degerleri (mmol/l)

Kontrol Grubu Ketozis Grubu P
Ginler (n=7) (n=7)
1. glin (mmol/l) 0.03 £ 0.01 1.1+£0.05 *
2. giin (mmol/l) 0.02+0 0.41+0.41 *
3. giin (mmol/l) 0.12 £ 0.07 11705 *
4. giin (mmol/l) 0.07 £ 0.05 1.77 £ 1 *
5. giin (mmol/l) 0.18 +£0.17 1.76 £ 1.09 *

Degerler ortalamatstandart hata olarak verilmistir. Bes guin boyunca kontrol ve ketozis gruplarinda élgilen serum glikoz de-
gerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir. B-HBA: Beta-hidroksi biitirat

*: P<0.05
Tablo 3. Gruplara goére gunlik ortalama UA Pl degerleri
UAPI UARI

Kontrol Gru- Ketozis Gru- Kontrol Gru- Ketozis Grubu P
Ginler bu bu bu (n=7)

(n=7) (n=7) (n=7)
1. giin 1.54 £ 0.08 1.63+0.16 0.8 +0.02 0.8+0.03 -
2. giin 1.61+£0.14 1.68 £ 0.22 0.81+£0.02 0.82 £ 0.05 -
3.giin 1.64 £0.18 1.84 £ 0.22 0.81+£0.03 0.83£0.04 -
4. giin 1.77 £ 0.06 1.85+0.31 0.83£0.02 0.83£0.05 -
5. glin 1.73+0.22 1.58 £ 0.26 0.81£0.04 0.8 £0.41 -

Degerler ortalamatstandart hata olarak verilmistir. Kontrol ve ketozis gruplarindan elde edilen 5 gune ait Pl ve RI élgumleri
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir. UA: umbilikal arter, PI: pulsatilite, RI: rezistans indeks

- P>0.05
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lojik sinirlarda 29+0.2 gun sonlanmasini takiben
tim dogumlar normal ve midahalesiz bir sekil-
de gergeklesti. Yavrularin anneleri tarafindan
reddedilme riski g6z 6ninde bulundurularak elle
temas muUmkin oldugunca engellendi. Dogan
yavrularda makroskobik bakida herhangi bir
anomali ve patolojiye rastlanmadi. Postpartum
suregte anne tavsanlarda herhangi bir saglk
sorunu ile karsilasiimadi.

Ketozis indiksiyonu sirasinda gruptaki tim tav-
sanlarda hareketlerde yavaslama, uyusukluk ve
tasipne go6zlendi. Denemenin ilk guninden
(0.glin) itibaren bes gun boyunca hayvanlardan
alinan vendz kan serum drneklerinden elde edi-
len glukoz ve B-HBA verileri istatistiki olarak
degerlendirilip, asagidaki tablolarda sunulmus-
tur. istatistiksel yénden kontrol grubu ile ketozis
grubu karsilastirildiginda; ketozisli tavsanlardaki
serum glukoz dizeyinin énemli oranda ylkseldi-
gi gorilmektedir (P<0.05) (Tablo 1).

Tum ginlere ait dlgumler istatistiki acidan de-
gerlendirildiginde ketozis grubundaki serum f3-
HBA dlzeyinde anlamh artis gorulmustar
(P<0.05) (Tablo 2). Ketozis grubunda belirgin bir
sekilde B-HBA degerlerinin yikselmesi, hayvan-
larda achda bagh olarak deneysel ketozis olus-
tugunu dogrulamistir. Calisma gruplarina ait
glnlik ortalama fetal UA PI ve RI degerleri asa-
gida sunulmustur (Tablo 3). Her iki caligma gru-
bunda da UA PI ve RI deg@erlerinde istatistiksel
acidan énemli bir fark saptanmamistir (P>0.05).
Tartisma ve Sonug¢

Gebelik toksemisi baslica koyunlar olmak UGzere
tum ruminantlarda gérilebilen, anne ve yavru
kayiplarina neden olan 6nemli bir metabolik
hastaliktir. Hastaligin tani ve tedavisinde kulla-
nilan klinik ve laboratuvar bulgular akademis-
yenler ve saha hekimleri tarafindan etkin bir
sekilde kullaniimaktadir. Ancak gelen vakalarda
sadece maternal verilerin degerlendiriimesi,
hastaligin yavrularda yarattig1 patolojik etkilerin
tam olarak belirlenememis olmasi dikkat ¢ekici-
dir. Literatirde tavsan fetuslar ile ilgili galisma-
larin  sinirh sayida oldugu  gdrulmustir
(3,8,16,31).

Gebe tavsan modeli plasental yapisinin kadin-
larla benzerligi, bakim ve besleme kolayliklari
ve kisa slren gebelik stresi gibi nedenlerle ge-
belik fizyolojisinin taninmasi bakimindan énem-
lidir. Sunulan galismada koyun ve kecilerdeki
gebelik toksemisinin tanisinda yeni yontemlerin
varligi arastirimis ve bunun igin tavsan fetus
modeli kullaniimigtir. Polisca ve ark. (31),
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tavsan fetuslerinde incelenen damarlarin gebeli-
gin 10 guninden énce tanimlanamayacak kadar
kiguk oldugunu ve Doppler ultrasonografi veri-
lerinin glvenilir olmadigini isaret etmislerdir.
Sunulan ¢alismada benzer sekilde gebeligin 9.
gununden itibaren Pl ve RI degerlerinin dlgim-
leri yapilabilmigtir. Goériintlileme cihazlarindaki
teknolojik ilerlemeler géz 6nlne alindiginda ile-
rideki galismalarda bu siniri birkag gin daha
geriye gekmek mumkun olabilir.

Calisma siiresince Pl ve RI kayitlarindaki olasi
degisimlerin tespiti Uzerine yogunlasiimis olsa
da odlgimler sirasinda 6ngdrilememis ve mev-
cut ketozisle ilgili olabilecek diger patolojik bul-
gulara da rastlaniimamigtir. Tim ¢alisma mater-
yalinde gebelik strecinde UA Doppler dlgumleri
sirasinda diastol sonu blok, ters akim goérintusu
ya da sistol sonu ¢entiklenme (notch) gibi pato-
lojik oldugu kanitlanmis ve rutin uygulamalarda-
ki alarm gorintilerinin higbiri gdzlenmemistir.
Gebe kobay, rat ve tavsanlarda yapilan calis-
malarda sinirli beslenme ve/veya ag¢ birakilma
ile ketonemi gostermesi gegmis galismalardaki
induksiyon streci ile uyumludur (19). Sunulan
calismada tavsanlardan alinan idrar 6rneklerin-
deki hizh test sonuglarinda ketontirinin sekillen-
digi goérulmastir. Gebelik sirasinda ve laktasyo-
nun baslangi¢ déneminde, koyunlarda serum
glukoz duzeyinin degisim gdstermedigi gorul-
mekle birlikte (15), gebe koyunlardaki serum
glukoz duzeylerinin gebe olmayan veya laktas-
yon dénemindekilere gére dusuk oldugu da go-
ralmastar (17). Sunulan ¢alismada ketozis gru-
bundaki tavsanlarin kan glukoz duzeylerinin
kontrol grubuna oranla yiksek olmasinin, keto-
zis indiksiyonu sirasinda olusan strese bagli
oldugu distnilmektedir.

Calismanin ilk gind ketozis grubunda (-HBA
diizeyinde belirgin azalma, ilerleyen glinlerde
yerini artigsa birakmistir. Sunulan ¢alismada ke-
tozis grubunda belirgin bir sekilde B-HBA deger-
lerinin yUkselmesi, hayvanlarda agliga bagli ola-
rak deneysel ketozis olustugunu goéstermekte-
dir. Sunulan ¢alismada ketozis grubunun p-HBA
dizeyinin yiksek olmasi literatir ¢alismalar ile
uyum gostermektedir (11,20).

UA Doppler indekslerinin fetal iyilik halinin de-
gerlendiriimesinde kullanimi agirlikli olarak geli-
sim geriligi gortlen daha kronik olgular igin s6z
konusudur. Bununla birlikte; gestasyonel diya-
betli hastalarda bozulan karbonhidrat metaboliz-
masinin fetal dolagsim Uzerindeki olasi etkileri
onemli bir arastirma konusu olmustur. Arastir-
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macilar saglikh gebelerde UA Doppler indeksleri
arasinda pozitif korelasyon bulundudunu, obezi-
tenin feto-plasental damarlar Uzerinde negatif
bir etkiye sahip oldugunu isaret etmekte, calis-
ma sonucunda UA Doppler élgiimlerinin deger-
lendiriimesinde maternal canh agirligin dikkate
alinmasi gerektigini bildirmislerdir (36). Evcil
hayvanlarda obezitenin ketozis olusumunda
hazirlayici faktor oldugu géz oniine alindiginda
gebelik izlemi agisindan Doppler ultrasonografi
uygulamalarinin yardimci etkisi olabilecegi du-
sunulebilir.

Diyabetli gebelerde saglikh olan fetuslarin ma-
ternal ve fetal Doppler indekslerinde herhangi
bir anomaliye rastlanmadigi, sadece intrauterin
gelisim geriligi (IUGR) olan fetuslarda indeks
degdisimlerinin saptanabilecegi gortulmustur (35).
Benzer sekilde; diyabetli gebelerde UA damar
direncinin dogum agirligi ve plasenta agirligi ile
iligkili olsa da maternal HbA1c dlzeyleri ile ilgili
olmadigini, plasenta Doppler ultrasonografinin
preeklampsi ve IUGR olan gebelikler disinda;
Doppler ultrasonografinin gestasyonel diyabetli-
lerde fetal izlem icin klinik degeri olmadigini
kaydetmislerdir (30).

Bununla birlikte gestasyonal diabetli annelerin
fetuslarinda anormal PI bulgularina rastlanildigi
olgularin da bulundugu calismalar mevcuttur
(14). Diyabetli gebeliklerde dusuk UA pulsatilite-
si gosteren fetuslarda makrozomi olasiliginin
yuksek oldugu kaydedilmistir (24). Buna gore
gebelik diyabetinin fetal etkilerinin gérilmeye
baslandidi noktada UA pulsatilitesinde azalma
oldugu gorulmektedir. Dolayisiyla olasi maternal
karbonhidrat metabolizmasinin fetal hemodina-
mi Uzerindeki olasi etkisi g6z onidnde tutularak,
gebe takibinde daha dikkatli olunmasi, obstetrik
ultrasonografi uygulamalarina 6nem verilmesi
gerektigi sdylenebilir.

Sunulan ¢alismada, gebeligin son haftasinda a¢
birakilarak ketozis indiksiyonu yapilan gebe
tavsanlarda fetal UA Doppler indekslerinde tani
amaciyla belirgin bir degisiklige rastlanmamistir.
Gebelik toksemisi goérilen hayvanlarda hastali-
gin tani ve prognozuna iligkin yeni belirteglerin
varhginin arastiriimasi yéninde benzer calis-
malarin tekrarlanmasi, ketozis indUksiyonu,
hastaligin suresi, farkh rasyon kullanimi gibi
degisikliklerin yapilmasi, Doppler dlgimleri igin
farkli damarlarin kullanimi gibi varyasyonlarin
saglandigi galismalar sayesinde gebelik tokse-
misi hakkinda yeni bilgiler elde edilmesi mim-
kin olacaktir.

Giines ERDOGAN
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istanbul ilindeki Veteriner Kliniklerine Getirilen Kedi Ve Képeklerde Deri
Hastaliklarinin Goriilme Oranlarinin Arastiriimasi
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Ozet: Bu calismada, istanbul ilinde Klinik, poliklinik, bakim-barinma ve rehabilitasyon hizmeti veren 26 kiigiik hayvan
kurulusunda saptanan deri hastaliklarinin degerlendiriimesi yapilmistir. Calismada 653U kdpek ve 347’si kedi olmak
Uzere toplam 1000 deri hastaligi olan olgu degerlendirilmistir. Képeklerin 256’s1 (%39.2) geng (0-2), 153’U (%23.5) orta
yas (2-5) ve 244’U (%37.3) yash (5-13); kedilerin ise 164’U (%47.3) genc (0-2), 92’si (%27) orta yas (2-7) ve 91'i (%26)
ise yash (7-19) hayvanlardan olusmaktaydi. Yapilan dederlendirme sonucunda hastaliklarin 276’s1 kasintili dermatozlar
[kedi: 103 (%29.7); kopek: 173 (%26.5)], 210'unda sinlis olusumuyla karakterize olan hastaliklar [kedi: 66 (%19); ko-
pek: 144 (%21.9)], 122’sinde uyuz [kedi: 8 (%2.3); kbpek: 114 (%17.4)], 98’i dermatofitozis [kedi: 54 (%15.6); kdpek: 44
(%6.7)], 87’sinde nodiler dermatozlar [kedi: 28 (%8); kdpek: 59 (%9)], 64’Unde komplike vakalar [kedi: 2 (%0.6); ko-
pek: 62 (%9.5)], 31'inde apse [kedi: 22 (%6.3); kopek: 9 (%1.4)], 24’Unde ¢evresel dermatozlar [kedi: 11 (%3.2); kdpek:
13 (%1.9)], 16’sinda otitis externa [kedi: 3 (%0.9); kdpek: 13(%2)], 13’linde Ulseratif dermatozlar [kedi: 6 (%1.7); kdpek:
7 (%1)]), 12'sinde endokrin dermatozlar [kedi: 3 (%0.9); kdpek: 9 (%1.4)], 11’inde yagh kuyruk sendromu [kedi: 11 (%
3.2)], 10’unda othematom [kedi: 2 (%0.6); kdpek: 8 (%1.2)], 7’sinde kabuklanma ve pullanma ile karakterize hastaliklar
[kedi: 2 (%0.6); kopek: 5 (%0.8)], 4'inde fotosensibilizasyon [kedi: 4 (%1.2)], 3'inde cushing sendrom [kdpek: 3 (%
0.5)], 3'l atopi [kedi: 3 (%0.9)], 3'Unde interdigital dermatit [kdpek: 3 (%0.5)] 3'inde miyasis [kopek: 3 (%0.5)], 2'inde
leismaniasis [kopek: 2 (%0.3)] ve 1’inde yaz dermatitinden [kdpek: 1 (%0.2)] de gérilmustir. Sonug olarak; kedi ve
kopeklerdeki deri hastaliklari ile irk, cins, yas, beslenme, barinma ve bakim gibi faktorler arasinda yakin bir iliskinin
oldugu saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Deri hastaliklari, kedi, kdpek

Investigation of Skin Disease Rates in Dogs and Cats brought to Veterinary Clinics in Istanbul Province
Summary: In this study, it was evaluated the skin diseases detected from a total of 26 small animal institutions provid-
ing surgery, policlinic, care, housing and rehabilitation services in istanbul province in 2013. A total of 1000 skin diseas-
es cases composed of 653 dogs (21.7%) and 347 cats (15.7%) were used in the study. Of dogs, 256 (39.2%) included
younger (0-2), 153 (23.5%) middle-aged (2-5), and 244 (37.3%) old (5-13), and of cats, 164 (47.3%) included younger
(0-2), 92 (27%) middle-aged (2-7), 91 (26%) old (7-19) animals. As a result of the evaluation, it was determined itch
dermatoses [cat:103 (29.7%); dog:173 (26.5%)] in 276, diseases characterized with sinus formation [cat: 66 (19%);
dog: 144 (21.9%)] in 210, scabies [cat: 8 (2.3%); dog: 114 (17.4%)] in 122, dermatopytoses [cat: 54 (15.6%); dog: 44
(6.7%)] in 98, nodiler dermatoses [cat:28 (8%); dog: 59 (9%)] in 87, complicated dermatoses [cat: 2 (0.6%); dog: 62
(9.5%)] in 64, abscess [cat: 22 (6.3%); dog: 9 (1.4%)] in 31, environmental dermatoses [cat: 11 (3.2%); dog: 13 (1.9%)]
in 24, otitis externa [cat: 3 (0.9%); dog: 13 (2%)] in 16, ulcerative dermatoses [cat: 6 (1.7%); dog: 7 (1%)] in 13, endo-
crine dermatoses [cat: 3 (0.9%); dog: 9 (1.4%)] in 12, fat tail syndrome [cat: 11 (3.2%)] in 11, authohematom in 10 (cat:
2 (0.6%); dog: 8 (1.2%)] in 10, crusting and scaling diseases [cat: 2 (0.6%); dog: 5 (0.8%])] in 7, fotosensibilizacion [cat:
4 (1.2%)] in 4, cushing sydrome [dog: 3 (0.5%) in 3, atopy (cat: 3 (0.9%)] in 3, interdigital dermatitis [dog: 3 (0.5%)] in 3,
myiasis [dog: 3 (0.5%) in 3, leishmaniasis (dog: 2 (0.3%)] in 2 and summer dermatitis [dog: 1 (0.2%)] in 1, cases. In
conclusion that there was a close relationship between the skin diseases of dogs and cats and the factors such as
breed, sex, age, nutrition, housing and handling the animals.

Key words: Cat, dog, skin diseases

Giris

Kedi ve kdpeklerde beslenme saglikli deri ve
tly olusumunun korunmasinda énemli bir rol
oynar. Bir hayvanin kurkdh onun ilk savunma
hattidir (2). Képek ve kedilerin her ikisinde sub-
kutis tabakasi bag doku, elastik lifler, kan da-
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marlari, sinirler ve yag hucrelerini icermektedir.
Bu yap! hayvana sagladigi izolasyonla travma-
lara kars1 daha fazla koruma saglar (2,5).

Gida alerijileri genellikle gidalardaki proteinlere
karsgi gelisen immun baglantili bir yanittir. Pruri-
tis gida alerjili kdpeklerde en sik rastlanilan kli-
nik belirti olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Képek-
lerde gida alerjilerini degerlendirmek igin yapi-
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lan bazi ¢galismalarda; reaksiyonun ortaya ¢ikisi
ile ilgili olarak yas, cinsiyet ya da irka dzel bir
predispozisyon bildiriimemistir (2,22).

Deri lezyonlari genel olarak primer veya sekon-
der olarak ortaya ¢ikarlar. Primer olaylarda lez-
yonlarin goérintisu diagnostik 6neme sahipken,
sekonder olaylarda bu lezyonlarin diagnostik
onemi azdir (7,14,22).

Deri kasintisi (pruritus cutaneus), deride bir de-
gisiklik olmaksizin derinin duyarli hale gelmesi
ve istekli bir sekilde tirmalanmasidir. Deride
birgok hastaliklarin (6r: ektoparazitler, ekzema)
semptomu olarak da kasintt meydana gelmekte-
dir (11).

Genel kasintilar; tim vicudun kasinmasi seklin-
de ortaya cikar ve karaciger, kronik bdbrek bo-
zukluklari, diabetus mellitus, mide bagirsak nez-
leleri, konstipasyonlar ve alerjen maddelere ma-
ruz kalma (kopeklerde hali, pelis, sampuan,
sabun, mobilya, parke cilalari ve bitki polenleri)
sonucu meydana gelir. Ayrica, hormon denge-
sizligi (gebelik, kizginlk) ve toksik gidalarin ye-
nilmesi durumlarinda da meydana gelebilir. Lo-
kal kagintilar; kuduz, aujeszky, myelitis, askari-
dozis, teniazis, oxyuridose (anis civarinda),
linguatula ve O.ovis invazyonlari (burun ucun-
da) gibi olaylarda goériimektedir. Ayrica, otitis ve
konjuktivitislerde bas bdlgesinde; himoral bo-
zukluklarda ve kdpeklerde regl donemi sirasin-
da vulva bdlgesinde lokal kasintilar olusmakta-
dir (6).

Deride iyi (papillom) ve kotu huylu (epiteliom,
melanom gibi) ¢cok sayida timdre rastlanmakta-
dir. Ayrica Epidermoid, dermal, kil ve yag kistleri
siklikla olusmaktadir (3). Evcil hayvanlarda oto-
immun hastaliklar, 1970’lerin ortalarina dogru
insanlardaki otoimmun dermatozlara benzetile-
rek klasifiye edilmistir (17). Bull6z pemfigoid,
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mikéz membran pemfigoid, pemfigus eritama-
tosus, lupus eritematosus gibi gesitleri vardir (4,
8).

Papliller ve pustuler lezyonlar kbpek ve kediler-
de yaygin olarak gézlenmektedir. Lezyonlar foli-
killer seklinde gordllrler (4). Deri butinlaguni
bozan travmalar, i1sirik yaralari, keskin ve sivri
cisimlerle yaralanmalar siklikla gorilmektedir
(9,13). Ayrica mantar hastaliklarina ve uyuz gibi
paraziter deri hastaliklarina képek ve kedilerde
siklikla karsilasilmaktadir (10,15,16,18,20,23).
Bu calismanin amaci, Istanbul yéresinde kedi
ve képeklerde deri hastaliklarinin goértilme oran-
larini belirlemektir.

Gere¢ ve Yontem

Calisma materyalini istanbul ili kliniklerinde mu-
ayene edilen 5200 (3000 koépek, 2200 kedi) ol-
gudan, deri hastaligi teshisi konulan 1000 olgu
(347 kedi, 653 kopek) olusturmaktadir. Olgula-
rin anemnezinin alinmasindan sonra klinik mua-
yeneleri yapiimistir. Calisma suresince deriden
toplanan kazintilarin degerlendiriimesinde; bis-
turi, lam, lamel, mikroskop, wood lambasi, aler;ji
testleri, immuno floresans testi, smear, mantar
(saboraud dektroz agar) ya da bakteri (blood
agar base) kultirl, kan sayimi, biyokimyasal
testler (karaciger enzim konsantrasyonlari), bi-
yopsi ve PCR’dan (Leishmania) yararlaniimistir.
Kliniklere getirilen 347 kediden; 265 (%76.36)’si
melez, 17 (%4.89)'si iran, 13 (%3.74)'G Van, 10
(%2.88)u Siyam, 10 (%2.88)u Ankara, 7 (%
2)’si Scotish Fold, 7 (%2.01)’si British Shorthair,
7 (%2.01)’si Chinchila, 6 (%1.72)’s1 Persiyan, 3
(%0.86)4 Himalaya, 1 (0.28)'i Exotic Shorthair
ve 1 (%0.28)'i ise Bonbay irkindan olusmakta-
dir. Kliniklere getirilen 347 adet kopek irkinin
dagilimi Tablo 1 de verilmigtir.

Tablo 1. Calisma kullanilan kedilerin irklara gore dagilimlari

Kedi Irklan Sayi Oran %
Melez 265 76.36
iran 17 4.89
Van 13 3.74
Siyam 10 2.88
Ankara 10 2.88
ScottishFold 7 2.01
British Shorthair 7 2.01
Chinchila 7 2.01
Persiyan 6 1.72
Himalaya 3 0.86
Exotic Shorthair 1 0.28
Bonbay 1 0.28
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Deri hastaligi sikayetleri ile kliniklere getirilen
643 adet kopek irkinin dagihmi Tablo 2’de veril-
migtir. Deri hastaligi sikayetleri ile kliniklere geti-
rilen kedi ve képeklerin yas dagilimi Tablo 3’ de

verilmisgtir.
Tablo 2. Calisma kullanilan kdpeklerin irklara gore dagilimlari

Koépek Irklan Sayi Oran %
Melez 221 33.84
Golden 109 16.69
Labrador 50 7.65
Cocker 47 7.19
Alman Kurdu 36 5.51
Terrier 33 5.05
Kangal 15 2.29
Pitbull 13 1.99
Setter 13 1.99
Shar-Pei 12 1.83
King Charles 9 1.37
Husky 9 1.37
Yorkshire 8 1.22
Pug 8 1.22
ingiliz Bulldog 6 0.91
Bull Terrier 6 0.91
Danua 5 0.76
Chowchow 5 0.76
Pointer 5 0.76
Rus Finosu 5 0.76
Jack Russel 4 0.61
Dogo Argentina 4 0.61
Beagle 3 0.45
Border Collie 3 0.45
Chivava 3 0.45
Sitzu 3 0.45
Kafkas Coban Kopegi 2 0.3
Mastiff 2 0.3
Doberman 1 0.15
Afkan Tazisi 1 0.15
American Bulldog 1 0.15
Belgika Kurdu 1 0.15
Fransiz Bulldog 1 0.15
Pincher 1 0.15
Saint Bernard 1 0.15
Spitz 1 0.15
Tibet 1 0.15
Weimaraner 1 0.15
West Heighland 1 0.15
Bernese 1 0.15
Flat Coat Retriever 1 0.15
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Tablo 3. Kedi ve kdpeklerde yas dagilimi

Tiir Geng (0-2) Orta Yas (2-7) Yasgh (7-19)
Kedi 164 92 9
Geng (0-2) Orta Yas (2-5) Yash (5-13)
Kopek 256 153 244
Tablo 4. Kdpek ve kedilerde rastlanan deri hastaliklarinin sayi ve % oranlari
Hastalik Kopek Kedi
Sayi % Sayi %
Kasintil dermatozlar 173 26.5 103 29.7
SinUs olusumuyla karakterize olan hastaliklar 144 21.9 66 19
Uyuz 114 17.4 8 2.3
Dermatofitozis 44 6.7 54 15.6
Noduler dermatozlar 59 9 28 8
Komplike vakalar 62 9.5 2 0.6
Apse 9 1.4 22 6.3
Cevresel dermatozlar 13 1.9 11 3.2
Otitis externa 13 2 3 0.9
Ulseratif dermatozlar 7 1 6 1.7
Endokrin dermatozlar 9 1.4 3 0.9
Yagli kuyruk sendromu - - 11 3.2
Othematom 8 1.2 2 0.6
Kabuklanma ve pullanma ile karakterize hastaliklar 5 0.8 2 0.6
Fotosensibilizasyon - - 4 1.2
Cushing sendrom 3 0.5 - -
Atopi - - 3 0.9
interdigital dermatit 3 0.5 - -
Miyasis 3 0.5 - -
Leismaniasis 2 0.3 - -
Yaz dermatiti 1 0.2 - -

Bulgular

Muayene edilen 3000 koépedin 653’Unde (%
21.7) deri hastaligi belirlenmistir. Muayene edi-
len 2200 kedinin 347’inde yani (%15.7) deri
hastaligi saptanmigtir.

Hastaliklarin siniflandirmasi yapildiginda en
fazla kasintih oranin dermatozlar'dan olustugu
goOrulmektedir. Deri hastaliklarinda ¢ok cesitli
hastaliklar tespit edilmis ve tablo 4’ de sunul-
mustur.

Kasintill dermatozlarin 105’i (%38) pire 1sirngi
hipersensitivitesi, 73’0 (%26.4) alerjik ve irritan
kontak dermatit, 61'i (%22.1) gidaya bagl asiri
duyarlilik, 14’G (%5.1) atopik dermatit, 14’0 (%
5.1) intertrigo, 7’si (%2.5) psikojenik dermatoz-
lar ve 2'si (%0.7) de malassezia pachydermatis
dermatitinden olusmaktadir.

Sinus olusumuyla karakterize olan hastaliklarin
79u (%37.6) derin piyoderma, 55’i (%26.2) isI-
rik yaralari, 44’0 (%21) yabanci cisim sinusu,
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26’s1 (%12.4) piyotravmatik dermatitis, 5i (%
2.4) anal furonkiloz ve 1'i (%0.5) de kedide
cuzzam hastaliklarindan olusmaktadir. 122
uyuz vakasinin 49'u (%40.2) sarcoptescanis,
48'i (39.3) otodectescynotis, 17’si (%14) demo-
dex ve 8'i (%6.6) notoedrescati’den olusmakta-
dir. Gézlenen 87 noduler dermatozlardan 37'i
(%36) meme timora, 28’i (%32.2) diger timor,
7’si (%8.1) papillom, 6’s1 (%6.9) mast hucre tu-
morl, 5'i (%5.7) fibrosarkom, 4’G (%4.6) vaginal
timor (TVT), 2’si (%2.3) lipom, 2’si (%2.3) bazal
hicre karsinomu ve 2’si (%2.3) de histiyositom
timorinden olugsmaktadir. Cevresel dermatoz-
larin 15’0 (%65.2) yaniklar, 5'i (%21.7) myiasis,
3’0 (%13) ari sokmasi ve 6rimcek sokmalari ve
1'i (%4.3) sinek isingi dermatozlarindan olus-
maktadir. Ulseratif dermatozlarin 13 vakanin
7'si (%53.8) otoimmun dermatoz, 4’G (%30.7)
feline eozinofilik grantilom kompleksi ve 2’si (%
15.4) de dekubitis Ulserlerinden olusmaktadir.
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Kedilerde yas dagilimina gére en ¢ok gorilen
U¢ hastaliktan biri olan pire alerjik dermatiti;
genglerin 43'de (%12.3), orta yaslilarin 37’sinde
(%10.7) ve yashlarin 6’sinda (%1.7); ikinci has-
talik olan dermatofitozis; genclerin 35’'inde (%
10), orta yashlarin 10’'unda (%2.9) ve yaslhlarin
13’lGnde (%3.7); Uglincl hastalik olan derin pyo-
derma ise; genclerin 19’'unda (%5.5), orta yasli-
larin 7’sinde (%2) ve yashlarin 22’sinde (%6.3)
goriimustar.

Kdpeklerde yas dagilimina gére en ¢ok gortilen
hastaliklar genglerde sirasiyla; Sarcoptes canis
33 (%5.1), gidaya bagl asir duyarllik 27 (%
4.1), alerjik dermatit 26 (%4). Orta yashlarda
siraslyla; gidaya bagli asir duyarhlik 17 (%2.6),
yabanci cisim sintsu 17 (%2.6), i1sink yaralar
15 (%2.3). Yaglilarda ise sirasiyla; komplike
vakalar 60 (%9.2), nodiler dermatozlar 46 (%7),
alerjik dermatit 45 (%6.9)'tir.

Tartisma ve Sonug

Deri hastaliklari, orjinlerine gére primer ve se-
konder &zelliktedirler. Primer deri hastaliklari
genellikle dis etkilerden, sekonder olaylar ise i¢
organ hastaliklarindan (karaciger, bobrek gibi)
ileri gelmektedir (5 6, 11, 14). Bazi hastaliklar
kalitsal oldugu icin yetistirme (Uretim) dikkatle
takip edilmelidir. Ayrica hastaligin ilk olarak
hangi yasta goruldigunin belirlenmesi énemli-
dir. Genellikle bazi hastaliklar (gida ve pire aler-
jileri, demodikozis, dermatofitozis) genglerde,
bazilari ise (endokrinopatiler, neoplaziler ve oto-
immun hastaliklar) orta yasli ve yasli hayvanlar-
da yaygindir (3,10).

Dermatolojik bozuklugu olan hasta bir hayvanda
anemnezin ayrintili olarak alinmasi ve tam bir
fiziksel muayenesinin yapilmasi 6nemlidir. Has-
taligin seyrinin nasil degistigi, lezyonlarin mev-
cudiyeti ve iyilesmesiyle kasinti arasinda bir
korelasyonun olup olmadigi saptanmalidir. Ca-
lismada tim olgularin anemnez ve fiziki muaye-
neleri detayl olarak yapilarak kaydedilmistir.
Deri hastaliklari ¢gogunlukla kasinti olusturmak-
tadir. Pire 1sirigina bagh asin duyarlihk reaksi-
yonu, genellikle gévdenin arka kismindan ve
arka bacaklardan baslayarak tim vicuda yayi-
lir. Alerjiyle iligkili kagintinin ise genelde ayni
anda tim vicuda yayildigi gorilidr. Otoimmun
hastaliklar genellikle yliz bodlgesinde ortaya ¢i-
kar, degisik derecelerde gdvde ve ekstremiteler-
de de gorilebilir (19). Bu calismada benzer bul-
gular elde edilmistir.

Kanada’'da yapilan bir calismada kdpeklerde %
18.8, kedilerde ise %15.2 oraninda deri hastali-
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g1 saptanmistir (19). ingiltere de yapilan bir ¢a-
lismada muayene edilen 3770 hayvanin 795
inde (%21.4) deri hastalidi saptanmigtir. Van ili
cevresinde 2000-2003 yillari arasinda toplam
3020 olgu uUzerine yapilan bir ¢calismada; deri
hastaliklari %0.69 olarak saptanmistir (12). Bu
calismada muayene edilen 3000 kopegin
653’Unde yani % 21.7’sinde deri hastalidi belir-
lenmigstir. Muayene edilen 2200 kedinin 347’inde
yani %15.7'de deri hastaligi saptanmistir. Ko-
pek ve kedilerde elde edilen sonuglar Avrupa
Ulkeleri oranlarina yakindir. Van ilinde saptanan
disuk sonucun, o bdlgede kedi ve kdpek sayisi-
nin ve tedaviye getirilen olgu sayisinin az olma-
sI nedeniyle oldugu disunulmektedir.

Yaklasik olarak 783 vaka uzerinde yapilan bir
g¢alismada en sik rastlanan 10 hastalik sirasiyla;
pire enfestasyonu (24.1/ %33.3), pire asin du-
yarlilik (22.3, %42.9), dermatophytosis (9.9, %
26.2), otodectes (11.5, %19), gida alerjisi (2.8,
%25.2), gesitli duyarlilik (2.8, %10), atopi (2.4,
%22.4), ofitis (2.4, %5.6), piyoderma (1.4, %4.7)
ve alopesi (1.3, %4.7) oldugu gorulmustar (1).
Kbpek ve kedilerde alerjik deri hastaliklari iceri-
sinde pire alerjik deri hastaliklari ylzdesinin %
10-20’lik bir paya sahip oldugu goériimustur (1).
Calismada butliin hastaliklar igerisindeki pire
1singi hipersensivitesi %10.5’lik bir payla olduk-
¢a yuksek bir ylzdeye sahiptir. Bunun da en
onemli sebebi hasta sahiplerinin pireye karsi
yeterli korucuyu énlem almamasidir veya ilaglar
uygun zaman ve miktarda uygulanmamaktadir.
Dermatomikozis, zoofilik, artopofilik ve geofilik
olarak bulasan cesitli dermatofitlerin derinin epi-
dermal tabakasinda meydana getirdigi bir infek-
siyondur. Klinik olarak normal gérunimli 559
kdpegin %75’inde, 225 kedinin ise %15’inde
Microsporum ve Trichophytongenusuna ait
mantar turleri saptadigini bildirirken, klinik belirti
gOstermeyen kopeklerin %18.4°linde, kedilerin
ise %30.4’Unde M. canis izole edildigi bildirilmig-
tir (20).

Bir baska calismada dermatofitoz sipheli lez-
yonlu koépeklerde dermatofitlerin prevelansinin
%4-10 oldugu bildiriimistir. Képeklerden en sik
izole edilen dermatofit M. canis’tir. M. canis’in
kopeklerde dermatofit enfeksiyonlarinin %70’ine
neden oldugu ve kopeklerin %5’inin asempto-
matik tasiyici oldugu bildirilmistir. Képeklerden
daha az izole edilen diger dermatofit 7. mentag-
rophytes ve M. gypseunrdur. Bu Ug¢ tur képek-
lerden izole edilen dermatofitlerin yaklasik %
96’ 1sin1 olusturmaktadir. Kuzey Amerikan Vete-
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riner Kliniklerinde dermatofitlerin gérilme oran-
lari %0.26 ile %5.6 arasinda oldugu bildirilmigtir
(9,15,16,18,23).

Bu calismada deri hastaligi belirlenen 653 k6-
pekten 40’ inda (%6.1) ve 347 kediden 58’inde
(%16.7) dermatofit vakasina rastlanmistir. Bu
da diger arastirmalarda Ural ve ark. (21) tara-
findan elde edilen dermatofit vakalarinin ylizde-
leri ile 6rtismektedir.

Primer ve sekonder dermatolojik bozukluga sa-
hip 86 képegin muayene sonuglari incelendigin-
de 18’inde sarcoptes uyuz (%20.9), 14’Ginde
dermatofitoz (%16.2), 12’sinde leishmaniazis (%
14), 20’sinde dermodikozis (%23.3), 4’Unde
kancali kurt dermatitisi (%4.7), 2‘sinde pelodera
dermatitis (%2.3) ve 2‘sinde kutan6z neosporo-
zis tanisi konulmustur (21).

istanbul ilindeki veteriner Kliniklerine getirilen
1000 vaka icinde 49 (%4.9) Sarcoptes canis, 98
dermatofitoz (%9.8) ve 2 leishmaniasis (%0.2)
vakasina rastlanmistir. Diger taraftan midahale
edilen 114 1sirik vakasi Uzerinde yapilan bir epi-
demiyolojik incelemede, 1sirik vakalarinin erkek
kopeklerde disilerden daha siklikla rastlandigi
gorilmastar. Isirlan kdpeklerin %61’ini kiguk
cusseli, %14’Gnu orta cusseli ve %24’Gnu iri
cusseli hayvanlar olusturmustur. Isirilan kopek-
lerde ortalama yas 2, kedilerde ise 1.5 civarinda
oldugu ve isirik yaralanmalarinin en ¢ok Mayis
(%16), Nisan (%11) ve Ekim (%10) aylarinda
oldugu tespit edilmistir. Kedilerdeki isirik yarala-
ma oraninin kdpeklerden daha az oldugu rapor
edilmigtir (13). Bu calismada 6’si kedi olmak
Uzere toplam 55 olguda (%5.5) isirik olayi ile
karsilagiimigtir. Kedilerin toplam yaglari 0-2 ara-
sinda degisen geng bireylerden oldugu gorul-
mustir. Kopeklerin 22’si geng (0-2), 14’0 orta
yas (2-5) ve 13’0 de yash (5-13) hayvandan
olusmaktaydi.

Bu calismayla istanbul ilinde dermatolojik hasta-
liklarla ilgili Gnemli veriler ilk kez elde edilmistir.
Bu konuda yapilacak calismalara kaynak olus-
turacaktir. Sonug olarak Istanbul bélgesinde
yapilan galismada kedi ve kdpeklerde deri has-
taliklarinin olusmasinda irk, yas, bakim, besle-
me gibi faktorlerin etkili oldugu tespit edilmistir.
Hayvan sahiplerinin belirtilen parametreler ve
paraziter hastaliklar hakkinda bilinglendiriimesi
ve aldiklari hayvan irki ile ilgili ne zaman ve
hangi tlr deri problemleriyle kargilasabilecekleri
detayli olarak anlatiimalidir.
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Kizil Tilkide (Vulpes vulpes) Ozofagusun Anatomik ve Histolojik Ozellikleri
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Ozet: Bu calismada, kizil tilki (Vulpes vulpes)de dzofagus béliimlerinin anatomik ve histolojik yapilarinin tanimlanmasi
amaglandi. Calismanin materyalini, farkli zamanlardaki trafik kazalarinda elde edilen dort erkek ve iki disi olmak UGzere
toplam alti adet erigkin kizil tilkiler olusturdu. Kizil tilkilerin makro diseksiyonlari yapildi ve ézofagusun servikal, torasik
ve abdominal bélimlerinden élgiimler alindi. Ozofagusun farkli bélimlerinden histolojik inceleme yapmak igin %10’luk
tamponlu formalin soliisyonuna numuneler alindi. Her bir 6rnek trimlenerek rutin doku takip prosediirii uygulandi. Ozo-
fagusun ilk énce trakeyanin dorsalinde, sonra trakeyanin sol tarafinda ve en son tekrar trakeyanin dorsalinde seyrettigi
goriildu. Ozofagusta servikal bdlim en uzun, abdominal bélim ise en kisaydi. Histolojik incelemede mukoza epitelinin
non-keratinize ¢ok katl yassi epitelden olustugu ve lamina propriyada ise bezler (Gll. oesophagea) bulundugu saptan-
di. Ozofagustan alinan tiim bolgelerde tunika muskularis gizgili kaslardan olusurken, pars abdominalisinde midenin
kardiya girisi duzeyinde diz kaslardan olustugu goruldi. Tunika serozanin bu tabakalarin disinda bulundugu, kan da-
marlari ve sinir pleksuslari bakimindan zengin oldugu tespit edildi. Bu galisma, kizil tilkilerin 6zofagusu hakkindaki ilk
makroanatomik ve histolojik galisma olup tilkilerde 6zofagus ile ilgili yapilacak galismalara katki saglayacagdi ve isik
tutacagi disunulmektedir.

Anahtar kelimeler: Ozofagus, kizil tilki, anatomi, histoloji

Anatomic and Histologic Properties of Oesophagus in the Red Fox (Vulpes vulpes)

Summary: The aim of this study is to describe some gross anatomical and histological structures of parts of oesopha-
gus of the red fox (Vulpes vulpes). The study materials consisted of six adult red foxes, four male and two female, ob-
tained from traffic accidents at different times. Gross dissection of red foxes was carried out and morphometric meas-
urements were taken from the cervical, thoracic and abdominal parts of the oesophagus. For histologic examination,
oesophagus tissue samples were fixed in 10 % buffered formalin solution. Each sample was trimmed and routine histo-
logical technique was conducted. It was seen that oesophagus firstly laid dorsal to the trachea, than laid left side of the
trachea and at last again laid on dorsal to the trachea. The cervical length was the longest part and the abdominal
length was the shortest part in the oesophagus. Histological examination revealed that mucosa epidermis was non-
keratinized stratified squamous epithelium and glands (Gll. oesophagea) in lamina propria. In all regions taken from the
oesophagus, the tunica muscularis consisted of the striated muscles, while the muscles of the pars abdominal region
were found to have smooth muscle at the cardia entrance level. Tunica serosa was detected on the outside of these
layers, rich in blood vessels and nerve plexus. This study was the first macro-anatomical and histological study of oe-
sophagus of red foxes and suggests that it shed light and contributed our knowledge of oesophagus.

Key words: Oesophagus, red fox, anatomy, histology

Giris

Ozofagus, yiyecekleri farinksten mideye sevk
etme fonksiyonuna sahiptir. Memelilerin 6zofa-
gusu pars servikalis, pars torasika ve pars ab-
dominalis olmak Uzere (¢ bélimden olusmakta-
dir (1). Ozofagusun motor ve duyusal fonksiyon-
lari 6nemli dlgide duvarinin biyomekanik 6zel-
liklerinden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle du-
varin yapisini olusturan katmanlari tanimak
onemlidir (2).

Davranigla ilgili adaptasyonlar ve farkli tirlerin
farkl yiyecekler tiketmesi ile 6zofagusun anato-
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misi tarler arasinda farkliliklar gosterir (3). Ana-
tomik farklhihklar yaninda, 6zofagusu olusturan
kas tabakalarinin gesitliligi, kalinligi ve submu-
kozal bezlerin yerlesim yerleri gibi histolojik fark-
liliklar da vardir (4).

Kizil tilki (Vulpes vulpes) Carnivora takimina ait
bir tardur. Tilkilerin besinlerini yabani ve evcil
kuglar, fare, kdstebek, tim bdcek ve larvalari,
solucan, kertenkele ve baliklar olusturur. Bunla-
rin yani sira, hayvan lesleri, yeni dogmus yavru-
lar (karaca, dag kegisi, ceylan) ile meyve, tohum
ve evsel atiklari da yerler. Bu hayvanlarin besin-
lerini cignemeden yuttuklar bildirilmigtir (5,6).
Ozofagusun anatomik ve histolojik yapisiyla ilgili
siyah Bengal kegisi (7), tek hoérgucli deve
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(Camelus dromedaries) (4), yilan (Pituophis
catenifer) (8), Nil varani (Varanus niloticus) (9),
posta guvercini (Columba livia domestica) (10),
kaz (Anser anser domesticus) (11), kosucu de-
ve kusu (Dromaiusno vaehollandiae) (12), sin-
cap (Funisciurus anerythrus) (13) ve tavuk (14)
gibi hayvanlarda ¢ok sayida arastirma yapiimis-
tir. Tavsanlar Uzerinde yapilan bir ¢calismada ise
o0zofagusun fizyolojisi hakkinda bilgiler kayit
edilmistir (2). Kdpekte 6zofagektomi ile ilgili bir
calisma yapilmistir (15). Ayrica, tilkilerde yapi-
lan bir galismada, 6zofagusta nematod’a rastla-
nildigi bildirilmigtir (16). Butin bunlara ragmen,
yapilan literatir taramasinda gesitli hayvanlarin
0zofagusu ile ilgili oldukga sinirli sayida galisma
bulunurken, tilki 6zofagusunun anatomisi ve
histolojisiyle ilgili caligmalara rastlaniimamistir.
Bu nedenle de arastirmada tilki 6zofagusunun
bolimlerinin anatomik ve histolojik yapilarinin
ortaya konulmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Materyaller Orman ve Su Isleri Bakanhgi
26.08.2016 tarih ve 27006244-445.01.01-
173572 sayili yazisi ve Gukurova Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 20.06.2017
tarih ve 2017/6-1 nolu karari ile izin alinarak
kullaniimigtir.

Bu calismada kullanilan materyaller farkli za-
manlarda trafik kazasi sonucu oOlen 4 erkek, 2
disi olmak Uzere toplam 6 adet kizil tilki (Vulpes
vulpes) uzerinde gerceklestirilmigtir. Tilkiler di-
seke edildikten sonra dijital kumpas ile 6zofagu-
sun pars servikalis, pars torasika ve pars abdo-
minalis kisimlarinin uzunluklari, Sukon ve ark.
(3) tarafindan yapilan arastirma referans alina-
rak olgllmustir. Olglimlerde 6zofagus baslangi-
cl ile apertura thoracis cranialis arasindaki me-
safe pars servikalis uzunlugu, apertura thoracis
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cranialis’den diyaframa kadar olan mesafe pars
torasika uzunlugu, diyafram ile midenin kardiya
bolimi arasindaki mesafe ise pars abdomina-
lis'in uzunlugu kabul edilmigtir

Histolojik inceleme igin; pars servikalisin krania-
li, pars torasikanin toraksa giris yeri, kalp hizasi
ve hiatus esophageus dizeyinden, pars abdo-
minalisde ise midenin kardiya girisinden kesitler
alindi. Dokular %10’luk tamponlu formalin so-
lisyonunda tespit edildikten sonra trimlendi.
Rutin doku takip metodu uygulandi. Daha sonra
dokular parafinde bloklandi ve bloklardan 5 ym
kalinhginda kesitler alinarak hematoksilen-eozin
ile boyandi. Preparatlar mikroskopta (Carl Zeiss,
Almanya) incelenerek fotograflandi.

Bulgular

Anatomik bulgular

Ozofagus, farinks ve mide arasinda boru seklin-
de uzanan bu organin, aditus esophageus ola-
rak larinksin Ustinde basladigi, trakeya boyun-
ca dorsal (1/3) seyrettigi belirlendi. Orta 1/3'lik
kisimda trakeyanin soluna gectigi ve alt 1/3’luk
kisimda tekrar dorsalinde apertura thoracis cra-

Sekil 1.0zofagusun dorsalden gériiniisii. ACC: Sol arteria
carotis communis, Tr: truncus vagosymphaticus, Cr: Cranial,
Cu: Caudal

Tablo 1. incelenen kizil tilkilerin 6zofaguslarina ait lciim degerleri

Kizil tilki Pars servikalisin uzun-  Pars torasikanin uzun- Pars abdominalisin
(Vulpes vulpes) lugu (mm) lugu (mm) uzunlugu (mm)
1 115.31 63.99 8.99
2 117.18 65.82 9.87
3 116.48 64.09 9.65
4 114.56 63.47 8.73
5 115.75 64.09 8.81
6 116.69 64.15 9.68

Tablo 2. Incelenen kizil tilkilerin ézofaguslarina ait genel élciim dederleri (ortalama std. hata)

Kizil tilki Pars servikalisin uzun-  Pars torasikanin uzun- Pars abdominalisin
(Vulpes vulpes) lugu (mm) lugu (mm) uzunlugu (mm)
Genel 115.99+ 0.97 64.26+0.80 9.28+0.50

118



Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(2), 117-121, 2018

nialis’den toraksa girdigi g6zlendi. Bu seyri es-
nasinda truncus vagosymphaticus ve arteria
carotis communis sinister ile komsu oldugu gé-
ralda (Sekil 1).

Ozofagus, toraksda akciger loblari arasinda
basis cordis ile bifurcatio trachea lizerinde sey-
retti§i ve daha sonra diyaframin hiatus esopha-
geus’undan gectigi goruldi. Karacigerin Uzerin-
de kisa bir seyirden sonra midenin kardiya bol-
gesinde sonlandigi belirlendi.

Ozafagusun servikal, torasik ve abdominal bo-
[imlerinin uzunluklari Tablo 1 ile tim bu bélim-
lerin ortalama ve standart hatalari Tablo 2’de
verildi. Ozafagusun seyri sirasinda diiz bir boru
seklinde olmadigi goérilda. Organin servikal bo-
Iimde genis oldugu torasik bélime dogru daral-
dig1 ve daha sonra abdominal bélimde tekrar
genisleyerek sonlandigdi saptandi.

Histolojik bulgular

Histolojik incelemede pars servikalisin kraniali,
pars torasikanin toraksa giris yeri, pars torasika-
da kalp dizeyi, pars torasikada diyaframa girdi-
gi duzey, pars abdominalisin kardiya girisine ait
doku kesitleri incelendi. Tum bu bdlgelerden
alinan kesitlerde histolojik olarak tunika muko-
za, tunika muskularis ve tunika seroza tabakala-
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C: tunika seroza, 6zofagus’'un toraks bolgesindeki bezler
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Sekil 3. Ozofagus; toraksa girig yerindeki non-keratinize
cok katl yassi epitel hiicreleri (oklar) HXE, Bar=100um
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Sekil 4. Ozofagus; A: tunika mukoza, B, C: tunika musku-
laris, HXE, Bar=400um

rinin mevcut oldugu saptandi (Sekil 2). Tunika
mukozanin lamina epitelyalisi tim bdlgelerde
non-keratinize ¢ok katli yassi epitelden olus-
maktaydi (Sekil 3). Ancak 6zofagusun uzantisi
olan midenin kardiya bdlgesindeki kismi tek kat-
Il prizmatik epitel hiicreleri ile déseliydi (Sekil 4).
Tum bdlgelerde lamina propriyada ve submuko-
zada yogun gevsek bag doku ile ¢gok sayida bez
(Gll. oesophagea) gorildi. Ancak midenin kar-
diya girisinde lamina propriya ve submukozada
bez yogunlugunun oldukc¢a az oldugu saptandi.
Ozafagustan alinan tim bdlgelerde tunika mus-
kularisin ¢izgili kaslardan olustugu saptandi.
Ancak midenin girisinde, kardiya bdlgesinde diz
kaslarin oldugu goéruldd. Tunika muskularisin
submukozaya bakan kisminda sirkiler, tunika
serozaya bakan kisminda longitudinal seyirli
kas tabakasi g6zlendi. Tum bu katmanlari dis-
tan saran tunika serozanin kan damari ve sinir
pleksuslari yéniinden zengin oldugu saptandi.
Tartisma ve Sonug

Siyah Bengal kegisi ve tek horglgli deve 6zofa-
gusunun sadece servikal ve torasik olmak lizere
iki bélimden olustugu, abdominal bélimin ise
bulunmadigr belirtilmistir (4,7). Kuglarda yapilan
bir calismada da 6zofagusun seyrinin sadece
servikal ve torasik olmak Uzere iki kisimdan
olustugu bildirilmigtir (11). Yapilan c¢alismada
6zofagusun tilkilerdeki anatomik 6zelliklerine
bakildiginda pars servikalis, pars torasika ve
kisa pars abdominalisin var oldugu ayrica, sey-
rinin kdpek (17) 6zofagusu ile benzer oldugu
goraldu.

Memelilerde 6zofagusun 6nce trakeyanin dor-
salinde yer aldigi; boynun alt yariminda trake-
yanin soluna gegerek gogus bosluguna girdigi
ifade edilmistir (18). Kopekte 6zofagusun servi-
kal boéluim0 trakeyanin dorsalinde seyrederken
torasik bolimu thoracic inlet'ten hiatus esopha-
geus’a kadar uzandidi belirtilmistir (19). Kuslar-
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da 6zofagusun seyrinin trakeyanin sag tarafinda
oldugu bildiriimektedir (11). Bu g¢alismada tilki
O0zofagusunun, trakeyanin énce dorsalinde, son-
ra solunda, en sonunda tekrar trakeyanin dorsa-
linde seyretigi ve bu pozisyondayken apertura
thoracis cranialis’e girdigi gorulda.

Memelilerde 6zofagusun pars torasikasinin,
g6gus boslugu girisinde trakeyaya yaslanmis
olarak bulundugu ve mediastinum craniale’de
trakeyanin Ustlinde yer aldigi, aortanin saginda
basis cordis’'i gectigi bildiriimektedir (18). Bu
¢alismada tilki 6zofagusunun literatur ile ben-
zerlik gosterdigi saptandi.

Ozofagusun pars abdominalis seyrinin rumi-
nantta olmadigi (19,20) ancak diger memeliler-
de 6zofagusun pars abdominalis seyrinin me-
dian hattin biraz sol tarafinda bulundugu belirtil-
mektedir. Ayrica karin boslugundaki seyrinin
¢ok kisa oldugu, midenin kardiyasinda sona
erdigi ifade edilmektedir (18). Yapilan bu calig-
mada tilki 6zofagusunun diyaframin hiatus
esophageusun'dan gecgerek (incelenen hayvan-
larda ortalama 9.28 mm’lik) kisa bir seyirle mi-
dede sonlandigi goérilda.

Memelilerde 6zofagusun histolojik kesiti tunika
mukoza, submukoza, tunika muskularis ve tuni-
ka adventisya katmanlarindan olusturmaktadir
(20). Tilkinin 6zofagusunun histolojik kesitindeki
katmanlarin da literatur bilgisi ile uyumlu oldugu
gOrulmastar.

Ozofagusda, lamina epiteliyalisin keratinizasyon
derecesinin turler arasinda farklilik goésterdigi
ancak karnivorlarda bu yapinin bulunmadidi
bildirilmektedir (18). Tilkide yapilan bu ¢alisma-
da da elde edilen bulgularin karnivor igin tanim-
lanan bulgularla benzerlik gosterdigi ve lamina
epiteliyalisin non-keratinize oldugu saptandi.
Ozofagusta submukozadaki mikéz bezlerin
hayvan turleri arasinda farkh yerlesim yerlerinde
bulundugu ifade edilmistir. Buna goére bezlerin
kopekte 6zofagusun tim uzunlugu boyunca,
domuzda 6n yariminda, diger evcil memelilerde
ise sadece baslangicinda oldugu bildiriimektedir
(20). Ayrica, insanda 6zofagusun st bélimu ile
mideye yakin olan bdlimindeki lamina propri-
yada da bezlerin var oldugu belirtiimistir (18).
Bu calismada ise tilki 6zofagusunun lamina
propriyasinda ¢ok sayida beze rastlanirken,
midenin kardiya girisinde bez yogunlugunun
disuk oldugu gérulda.

Nil varaninin (Varanus niloticus) 6zofagusunda
tunika mukozanin silyumlu prizmatik ve kadeh
hicrelerinden olustugu ifade edilmistir (9). Ko-
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sucu devekusu 6zofagusunda ise lamina epiteli-
yalisinin yassi epitel hiicreleri tarafindan olustu-
ruldugu kaydedilmistir (12). Tilkide yapilan bu
¢alismada ise 6zofagusun sadece midenin kar-
diya girisinde prizmatik hucreleri ile doseli oldu-
gu tespit edilmigtir.
Memelilerde 6zofagusun tunika muskularisinin,
icte sirkller ve dista longitudinal kas katmanla-
rindan olustugu, ruminant ve kdpekte gizgili kas-
tan, domuzda kaudal kisminin son bélimu duz
kastan, at ve kedide ise organin ilk 2/3’U cizgili,
kaudal 1/3’0 ise duz kastan sekillendigi rapor
edilmistir (20). Bu ¢alismada ise tilki 6zofagusu-
nun tunika muskularisinin igte sirkiler, dista lon-
gitudinal seyirli oldugu ve tim organ boyunca
gizgili kastan olustugu saptandi. Bu bilgiler ko-
pek icin verilen literatur bilgi ile uyumluydu. An-
cak karnivor igin bildirilenlerden (20) farkh ola-
rak tilkilerde midenin kardiya girisinin diz kas
Ozelligi gosterdigi tespit edildi.
Kosucu devekusu 6zofagusunun tunika musku-
larisinin sirkuler ve longitudinal kas tabakalar
arasinda kan damarlari ve sinir pleksuslarinin
bulundugu bildirilmistir (12). Tilki 6zofagusunda
ise bu yapilarin tunika serozada yogun oldugu
gorulda.
Sonug olarak, yapilan bu ¢alisma ile tilki 6zofa-
gusunun makroanatomisi ve histolojisi ortaya
konulmaya calisiimistir. incelenen kizil tilkilerin
6zofaguslarinda midenin kardiya girisinde duz
kas yapisinin bulunmasi ile bez yapisinin az
olmasi, pleksus ile damarlagsmanin tunika sero-
zasinda bulunmasi gibi farkliliklar gézlendi. Bu
¢alismanin yaban hayvanlarinin anatomi ve his-
toloji bilgi birikimine katki saglayarak 6zofagus
Uzerinde yapilacak cerrahi girisimlere ve patolo-
jik calismalara da katki saglayabilecegi disunil-
mustir.
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Kopeklerin Hepatobiliyer Hastaliklarinda Rutin Hematolojik ve Biyokimyasal Testler ile Serum
Safra Asitlerinin Aglik ve Tokluk Diizeylerinin Klinik Onemi *
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Ozet: Calismada, hepatobiliyer hastalikli képeklerde veteriner klinisyenlerin kullandidi rutin laboratuvar test sonuglari-
nin serum aglik ve tokluk safra asitleri dlizeyleri ile birlikte degerlendirilmesi ve safra asitlerinin duyarlihgi ve 6zgulligu-
niin, 6zellikle zaman ve ekonomi agisindan avantaj saglayip saglamadiginin incelenmesi amaglanmistir. Hepatobiliyer
hastalik belirtileriyle getirilen degisik irktan 10 (hasta) ve klinik olarak saglikli 10 (kontrol) olmak lizere toplam 20 kdpek
calismada kullaniimistir. Hepatobiliyer hastaliklar klinik inceleme, rutin hematolojik ve biyokimyasal analizler, ultrason,
histopatolojik inceleme ve biyopsi vb. tanisal testlerle belirlenmigtir. Biyokimyasal kan parametreleri, her biri igin hazir-
lanmis, ticari test kitleri kullanilarak otoanalizérde, hematolojik kan parametreleri ise kan sayim cihazinda élgtlmustir.
Hayvanlardan 12 saatlik aglk ve 2 saatlik tokluk kan serumlarinda safra asit diizeyleri enzimatik yontemle tespit edil-
mistir. Serum aglik ve tokluk safra asitleri, ALT, ALP ve bilirubin diizeyleri, hepatobiliyer hastalikli képeklerde kontrol
kopeklerdekinden énemli derecede ylksek bulunmustur. Képeklerde hepatobiliyer hastaliklarin tanisinda, ayirici tani-
sinda ve izlenmesinde serum safra asitlerinin aglik ve tokluk diizeylerinin veteriner kliniklerde uygulanmakta olan rutin
testlerden daha duyarli ve 6zgil oldugu, zaman ve ekonomik olarak veteriner klinisyenlere avantaj saglayacagi kanisi-
na varilmistir.

Anahtar kelimeler: ALP, ALT, karaciger-safra yolu hastaliklari, kopek, safra asitleri

Routine Hematological and Biochemical Tests for Dogs with Hepatobiliary Diseases and Clinical Importance of
Fasting and Toughness Levels of Serum Bile Acids

Summary: In this study, it was aimed to evaluate the routine laboratory test results used by veterinary clinicians in
hepatobiliary disease dogs together with serum fasting and postprandial bile acid levels and to investigate whether the
sensitivity and specificity of bile acids, especially time and economy, give clinicians an advantage. A total of 20 dogs,
10 animals with hepatobiliary disease symptoms (patient) and 10 clinically healthy (control) animals were the animal
materials of this study. Hepatocellular diseases have been determined by clinical examination, routine hematologic and
biochemical analyzes, ultrasonography, histopathologic examination and biopsy. Biochemical blood parameters were
measured by an autoanalyzer using commercially available test kits. Hematological blood parameters were measured
by a blood counter. Bile acid levels were determined by enzymatic method in blood sera taken after 12 h fasting and 2
h toughness. Serum fasting and toughness bile acids, ALT, ALP and bilirubin levels were found significantly higher in
dogs with hepatobiliary disease than control dogs. In the case of hepatobiliary diseases in dogs, it has been concluded
that starvation and toughness levels of serum bile acids are more sensitive and specific than routine tests applied in
veterinary clinics, which would provide veterinary clinicians with advantages of time saving and economic.

Key words: ALP, ALT, bile acids, dog, hepatobiliary diseases

Giris

Karaciger, pankreas, safra kanallari ve safra
kesesi hepatobiliyer sistem iginde yer alirlar ve
sindirim icin gereklidirler. Bu sistemin hastalikla-
ri genel olarak hepatobiliyer hastaliklar olarak
bilinir (4). Sindirim sistemi igerisinde yer alan ve

¢ok sayida fonksiyonu gergeklestiren karaciger;
Ustlendigi metabolik seflik gorevi (14) yaninda,
safra asitlerini Uretir ve birgok endojen ve ekso-
jen bilesigin detoksifikasyonunu saglar (13).
llaglar safra ile uzaklastirilir, eritrosit déngusu
safra sistemi icerisinde gerceklesir ve yagdlar
bagirsakta safranin varliginda sindirilir (18). Saf-

ranin dnemli bir bileseni olan safra asitleri, lipid
sindirimi yaninda, sinyal molekiller ve hormon-
lar olarak da gorev alirlar (1,12,16). Hepatobili-
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*Bu calisma Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurulu’nun 16.12.2009 giin ve 2009-52-263 sayili karari
ile gerceklestirilen “Kopeklerde karaciger-safra kanali hasta-
liklarinda kan ALT, ALP, bilirubin ve safra asitleri duzeyleri”
adli yliksek lisans tezinden Uretilmistir.

yer hastaliklarin tedavisinde safra asitlerinin ya
da safra asit reseptorlerini etkileyen etkenlerin
kullaniminda, onlarin uyaricisi olduklari resep-
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torlere olan ilgileri Snem arz eder (15).

Karaciger fonksiyonlarinin karmasikligi, birbirle-
rine olan baglliklari ve ayni zamanda farkl de-
recedeki hasarlara farkh oranda direng gdster-
mesi hepatobiliyer hastaliklarin klinik tanisini
zorlastirmaktadir (24). Bilindigi gibi, karaciger
genis bir rezerv kapasiteye ve rejenerasyon ye-
tenegine sahiptir (14). Ustelik karaciger yikimi
primer ya da sekonder nedenli olabilir ve bunun
sonucu olarak da klinik tablolar her zaman kara-
ciger hastaligini isaret etmeyebilir. Hepatobiliyer
sisteme ait organlardan birinin rahatsizligi diger-
lerini de etkiler. Hepatopatinin sekonder olup
olmadigini belirlemek bu agidan énemlidir. Bu
durumda gerekli olmayan bazi hepatik muaye-
nelerden (biyopsi vb.) kaginilir, bdylece gergek
sorunun tani ve tedavisi icin ekonomi yapilmig
ve zaman bosa harcanmamis olur (10).

Hepatobiliyer hastaliklarin tanisinda ve izlenme-
sinde serum ALT, AST, ALP ve GGT enzim
analizleri uzun zamandan beri kullaniimaktadir.
GunUmulzde de, klinisyenlerin birgcodu karaci-
gerle ilgili fonksiyonlari degerlendirmede, kara-
ciger enzimleri ve bilirubin gibi degerleri tercih
etmektedirler. Her ne kadar bu enzimler hasta-
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hastaliklarin tespit edilmesinde yararlanilabilir.
Safra asitleri testinin kedi ve kdpeklerde hepato-
biliyer hastaliklar ve portosistemik vaskiler
anormallikler icin tanisal test olarak kullanilabi-
lecegi bildirilmistir (17). Bu nedenle ¢alismada,
hepatobiliyer hastaliklarda rutin test sonuglari-
nin acglik ve tokluk safra asit dizeyleri (ASA ve
TSA) ile birlikte degerlendiriimesi ve hepatobili-
yer hastaliklarin tanisinda ve izlenmesinde saf-
ra asit dlzeylerinin veteriner klinisyenlere ne
kadar yardimci olabileceginin, ekonomik ve za-
man agisindan neler kazandirabileceginin aras-
tinlmasi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem

istanbul’da 6zel bir veteriner poliklinigine gelen
karaciger ve safra sistemi hastaliklarindan stp-
heli 10 kdpek ile saglikh olup rutin asilama ve
kontrol igin gelen 10 kdpek olmak Uzere degisik
irklardan toplam 20 kdpek g¢alismanin materyali-
ni olusturmustur. Calisma, Ankara Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun
16.12.2009 gun ve 2009-52-263 sayili karari ile
gerceklestiriimistir. Kopeklere ait bireysel 6zel-
likler Tablo 1°’de verilmistir. Hayvanlarda yas, irk
ve cinsiyet dikkate alinmamistir.

Tablo 1. Klinik olarak hastalikli ve saglikh (kontrol) gériinen képeklerde bireysel 6zellikler

Hastalikli Képekler

Saghkli Képekler

4
o

Irk Cinsiyet Yas (yil) Irk Cinsiyet Yas (yil)
1 Teriyer melezi Disi 13 Golden Retriever Disi 1
2 Melez Erkek 7 Melez Erkek 4
3 West Highland Disi 6 Boxer Digi 6
4 Doberman Pinscher Erkek 6 Chiwawa Disi 5
5 Alman ¢oban kopegi Disi 0.5 (6ay) Labrador Retriever Erkek 3
6 Teriyer melezi Disi 15 Melez Erkek 2
7 Cocker Spaniel Disi 11 A'ma“p?g?a” KO- pigi 9
8 Dachshund Erkek 11 Rottweiler Erkek 5
9 Cocker Spaniel Erkek 8 Golden Retriever Erkek 2
10 Labrador Retriever Erkek 6 Rottweiler Erkek 3

liklarin belirlenmesinde ylksek bir hassasiyete
sahip olsalar da, dézgullUiklerinin az olmasi nede-
niyle zaman zaman laboratuvar sonuglarinin
hatali sekilde yorumlanmasina neden olurlar.
iste bu noktada serum safra asitleri tayini 5nem
arz edebilir. Ozellikle klinik olarak, siroz, porto-
sistemik sant gibi gizli seyreden hepatobiliyer
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Kdpeklerin bacak venalarindan usuliine uygun
olarak alinan kan orneklerinden serumlar gika-
rilmis ve biyokimyasal (toplam protein, kan Ure
azotu (BUN), kreatinin, ALT, AST, ALP, glikoz,
Na, K, Ca, P, amilaz, lipaz, kolesterol, toplam
bilirubin, ASA, TSA) ve hematolojik (RBC, HCT,
MCV, HGB, MCH, MCHC, PLT, WBC) analizle-
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re tabi tutulmustur. Hastalardan bazilarinda ta-
niyi guglendirmek icin idrar analizi, histopatolojik
analiz ve ultrason, biyopsi vb. tanisal inceleme-
ler de yapilmigtir. Bu uygulamalar 6zel bir vete-
riner laboratuvari’nda (Vetlab, istanbul) gergek-
lestirilmistir.

Serum biyokimyasal parametrelere ait degerler
otoanalizér (Prestij 24i Biyokimya Analizori)
kullanilarak dlgulmustir. Hayvanlardan 12 saat-
lik aglik ve 2 saatlik bir tokluk durumunda alinan
kanlarin serum orneklerinde safra asitleri enzi-
matik yontemle (Spinreact) tespit edilmistir (19).
Yoénteme gore; 3-alfahidroksisteroid dehidroge-
naz (3a-HSD) enzimi ile safra asitlerindeki 3-
alfa-hidroksil gruplari oksidasyonla 3-keton
gruplarina gevrilirken ayni anda NAD" NADH’a
indirgenir. Elde edilen NADH sonrasinda nitro-
tetrazolyum mavisi (NBT) ile reaksiyona sokulur
ve diaforaz enzimi ile formazan boya meydana
gelir. Bu boyanin 540nm dalga boyunda isik
absorbansi dlgulerek serum safra asit duzeyleri
hesaplanir (toplam safra asidi miktari: mg/
Lx2.547=pmol/L olarak bulunur). Absorbans
safra asidi miktari ile dogru orantilidir.

Test ylksek spesifite ve duyarliliga sahiptir ve
reaksiyonlar su sekildedir (3):

Safra asitleri + NAD 3225 3. 0xo

Arif ALTINTAS

safra asitleri + NADH
NADH + NBT  dafrazy,  NAD +
formazan

Calismada elde edilen verilerin istatistik analizi
icin SPSS 14.1 paket programindan yararlanil-
mistir. istatistik analize gecgilmeden énce verile-
rin dagilimini incelemek ve parametrik test var-
sayimlarini kontrol etmek igin Shapiro Wilks ve
Levene Testi uygulanmistir (22). Hasta ve kont-
rol gruplarinda elde edilen ortalama degerler
arasi farkliliklarin énemi, parametrik test varsa-
yimlarini saglayan degiskenler igin student t-
testi, parametrik test varsayimlarini saglayama-
yan degiskenler icin ise Mann Whitney- U testi
kullaniimistir.

Bulgular

Hepatobiliyer hastalikli kdpeklerde, klinik olarak
daha ¢ok (%50 ve Uzeri) uyusukluk, istahsizlik,
kusma, ates ve dehidrasyon gézlenmistir (Tablo
2). Hastalik belirtileri gosteren kopeklere ait kli-
nik bulgular ve derecelendirme ile olgular ara-
sindaki %’lik dagihm Tablo 2'de verilmistir.
incelenen parametreler agisindan hasta ve
kontrol gruplarina ait ortalama degerler arasi
farklihklarin istatistik 6nemliligi Tablo 3’te sunul-
mustur. Hepatobiliyer hastaliklarda kan l6kosit-
lerinde de 6nemli bir artis gbzlenmis ve artisin

Tablo 2. Hastalikli kdpeklerde gézlenen klinik bulgular, derecelendirmeler ve %’lik dagihm

Olgu Istah-  Uyu- Kus- Kilo Sari- Ates Asi- Karin ~ Su Deri Sinir- Poli- Dispne
sizlik suklu ma kaybr Ik tes agri- kay- lezyo- sel dipsi
k sl bi nu bulgu Poliuri
1 ++ ++ + +++
2 + + + + +
3 + + + +
4 ++ + + ++ ++ ++ +
+ +
6 ++ ++ + +++ ++ ++ +
7 + + + +
8 ++ + + + + + ++
9 ++ + + + ++
10 + + + +
|Silk- %70 %80 %70 %20 %30 %60 %20 %30 %50 %20 %10 %10 %30
I

Istahsizlik: += yenilen miktarda azalma, ++= higbir sey yememe
Kusma: += mevcut

Sarilik: ++= gozler ve deride, +++=gozler, deri ve mukozalarda
Asites: += mevcut

Dehidrasyon: += orta diizeyde, ++= olduk¢a

Sinirsel bulgular: += mevcut

Dispne: += mevecut

Uyusukluk: += hareketlilikte azalma, ++= devamli uyuma hali
Kilo kayb1: += mevcut

Ates: +=38.5-39C, ++=39-40TC

Abdominal agri: += mevcut

Deri lezyonu: += mevcut

Polidipsi-poliiiri: += mevcut
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Tablo 3. Hasta ve Kontrol gruplarindan elde edilen hematolojik ve biyokimyasal verilerin istatistik analizi.

Hasta Grup (n=10)

Kontrol Grup (n=10)

Parametre X+Sx X+Sx P
RBC (x 10°/mm?) 6.41£0.27 6.63+0.20 0.510
HCT (%) 42.63+3.19 43.04+2.14 0.915
MCV (um?®) 67.4+2.0 67.6+1.1 0.912
Hemoglobin (g/dL) 14.31£0.85 15.94+0.48 0.103
MCH (pg) 21.7+0.5 21.4+0.4 0.637
MCHC (g/dL) 33.0120.69 33.10£0.50 0.917
PLT (x 10¥mm?) 308.67+31.43 337.10+29.44 0.518
Lokosit (x 10%/mm?) 21.18+3.06 11.150.73 0.004
Toplam Protein (g/dL) 6.53+0.46 6.64+0.19 0.808
BUN (mg/dL) 23.89+10.33 18.20+1.74 0.601
Kreatinin (mg/dL) 1.81+0.93 0.90+0.06 0.356
ALT (U/L) 460.22+141.64 54.00+6.78 0.021
AST (U/L) 85.33+11.70 34.30+2.68 0.043
ALP (U/L) 1174.78+545.46 88.1049.79 0.005
Glikoz (mg/dL) 92.89+6.95 102.30+5.20 0.287
Na (mmol/L) 145.22+2 .62 149.60+0.70 0.141
K (mmol/L) 3.87+0.22 4.36+0.14 0.074
Ca (mg/dL) 9.75+0.53 10.34+0.18 0.324
P (mg/dL) 5.94+1.58 5.00+0.29 0.525
Amilaz (U/L) 880.40+112.66 675.5071.52 0.094
Lipaz (U/L) 1795.00+1089.03 264.90+40.59 0.028
Toplam Kolesterol (mg/dL) 418.22+156.23 210.10£12.47 0.220
Toplam Bilirubin (mg/dL) 3.46+0.99 0.33+0.06 0.013
Aglik SA (umol/L) 79.11£12.49 4.30+0.67 0.000
Tokluk SA (umol/L) 101.67+14.87 11.70+1.02 0.000

saglikli hayvanlardakinin yaklagik iki kati oldugu
hesaplanmistir (Tablo 3).

Kontrol grubunu olusturan kdpeklerde hemato-
lojik ve biyokimyasal analiz sonuglari normal
degerlerde bulunmustur. Aglik ve tokluk serum
safra asitleri ortalama degerleri sirasiyla
4.30+0.67 pmol/L ve 11.70£1.02 umol/L; ALT ve
ALP  aktiviteleri sirasiyla 54.00£6.78 ve
88.10+9.79 U/L, T.bilirubin ortalama degeri ise
0.33+0.06 mg/dL olarak hesaplanmistir (Tablo
3). Hepatobiliyer hastalikh képeklerde ise, bu
parametrelere ait ortalama degerlerin kontrol
degerlerden oldukga ylksek olduklari saptan-
mistir. Ozellikle aglik serum safra asitleri ortala-
ma degerinin (79.11£12.49 umol/L) kontrol de-
gerden yaklasik 18 kat, tokluk serum safra asit
ortalama degerinin ise (101.67+14.87 umol/L)
kontrol degerlerden yaklasik 9 kat yuksek oldu-
gu bulunmustur. Tokluk safra asitleri ortalamala-
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rinin deger olarak ylksek seviyelere ulastigi
hesaplanmistir (Tablo 3).

Serum ALT, ALP, toplam bilirubin ve safra asit-
leri seviyelerinin hastaliklara gore karsilastiril-
masi Tablo 4’te verilmistir. Tabloda verilen has-
taliklar icinde bobrekustli bezin asiri aktivitesi
(hiperadrenokortisizm) hepatobiliyer hastaliklar
icinde olmamasina ragmen klinik muayene sira-
sinda karigtirilabilecegi duslincesiyle ve test
sonuglarini hepatobiliyer hastaliklar ile karsilas-
tirmak amaciyla tabloya dahil edilmigtir. Digerle-
ri primer ya da sekonder olarak hepatobiliyer
hastaliklar iginde degerlendirilmistir.

Rutin biyokimyasal analizlerden ALT, AST, ALP,
lipaz ve toplam bilirubin ortalama degerlerinin
hasta kdpeklerde kontrollere gore istatistik agi-
dan onemli artiglar sergiledigi saptanmistir
(P<0.05). Bunlardan ¢ok daha guglu olarak aghk
ve tokluk serum safra asit ortalama degerlerinin
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Tablo 4. Kdpeklerde serum ALT, ALP, toplam bilirubin ve safra asit diizeylerinin calismada gézlenen

hastaliklardaki dagilimi

Or- Aglik Tokluk Toblam
nek Gozlenen Hastaliklar Safra Safra ALT ALP opiam
et et Bilirubin

No asitleri asitleri
1 Kolestaz 150 (+++) 135 (++) 1254 (+++) 4642 (++++) 8.8 (++++)
2 Siroz 75 (+4) 80 (++) 29 140 0.6

Akut pankreatit neden-
3 i kolepstaz 82 (++) 76 (++) 240 (+) 534 (+) 1.4 (+)
4 Leptospiroz 56 (++) 62 (++) 120 (+) 161 (+) 4.3 (++)
5 Portosistemik sant 78 (++) 189 (+++) 181 (+) 261 (+) 0.7
6 Kolestaz 82 (++) 114 (+++) 786 (++) 3257 (+++) 6.7 (+++)
7 Hiperadrenokortisizm 3 14 105 (+) 2090 (+++) 0.5
8 Biliyar Peritonit 115 (+++) 128 (+++) 159 (+) 457 (+) 3.4 (+4)

Akut pankreatit neden-
9 i kolepstaz 57 (+4) 58 (++) 478 (+) 1035 (++) 4.7 (+4)
10 NSAID nedenli karaci- 17 (+) 43 (+) 895 (++) 108 05

ger zehirlenmesi

Safra Asitleri: <50: +, 50-100: ++, >100: +++

ALT: <500: +, 500-1000: ++, >1000: +++

ALP: <500: +, 1000-2000: ++, 2000-3500: +++, >3500: ++++
TB: <3: +, 3-5: ++, 5-7: +++, >7: ++++

kontrol grubuna gére Onemli artiglar gosterdigi
belirlenmistir (Tablo 3). Bu artislar tim hepatobi-
liyer hastaliklarda (9/10) gézlenmistir (Tablo 3).
Ozellikle kolestaz ve biliyar peritonit olgularinda
hem aglk hem de tokluk safra asitlerinin gok
daha anlamh artiglar (>100umol/L) gosterdigi
dikkati cekmigtir (Tablo 4). Hepatobiliyer bir has-
talik olmayan hiperadrenokotisizmde serum saf-
ra asitlerinin aclik ve tokluk degerlerinin normal
sinirlarda kaldidi (3 ve 14 pmol/L) gézlenmisgtir.
Kolestazis olgularinda serum ALT degerlerinin
en yiksek degerlere (1254 U/L ve 786 U/L) eris-
tigi, ALP duzeylerinin 4542 U/L ve 3257 U/L
oldugu ve toplam bilirubin degerlerinin de ¢ok
onemli artiglar sergiledigi (8.8 ve 6.7mg/dl) tes-
pit edilmistir (Tablo 4).

Serum lipaz aktivitesinin kopeklerde buylk var-
yasyon gOsterdidi ve kontrol grubuna
(264140.59 U/L) oranla hepatobiliyer hastalikli
kopeklerde  yaklasik  yedi kat  arttig
(1795+£1089.03 U/L) saptanmistir (Tablo 3).
Tartigsma ve Sonug¢

Karaciger fonksiyonlarinin karmasikligi, birbirle-
rine olan bagliliklari ve ayni zamanda farkli de-
recedeki hasarlara farkli oranda direng goster-
meleri hepatobiliyer hastaliklarin klinik tanisini
zorlastirir (24). Diger taraftan, karaciger yikimi
primer ya da sekonder nedenli olabilir ve bunun
sonucu olarak da klinik tablolar her zaman kara-
ciger hastahgini isaret etmeyebilir (10). Hepato-

biliyer hastaliklarda gbzlenen halsizlik, kusma,
istahsizlik, kilo kaybi ve uyusukluk (letarji) gibi
klinik bulgular genellikle hastaliklari ayirici 6zel-
likte degildir. Hastalar birgok hastalikta da g6z-
lenen genel bir klinik tablo sergilerler. Calisma-
da hepatobiliyer hastaliklardan sipheli dokuz
koépekte yaygin olarak uyusukluk (9/10), kusma
(7/10), istahsizlik (5/10), dehidrasyon (6/10),
yuksek ates (6/10) gibi genel bulgular tespit
edilmigtir (Tablo 2). Fazla belirleyici olmayan bu
tur klinik bulgularda ¢ogu zaman serumda biyo-
kimyasal analizler yapilmadan, karaciger ya da
safra sistemindeki bir problemden suphelenil-
mez (21). Bu durumda, veteriner kliniklerde rutin
olarak daha c¢ok hepatobiliyer enzimler (ALT,
AST, ALP, GGT), bilirubin serum degerleri 6lgi-
Iir ve bazi goérintuleme tekniklerinden yararla-
nilir (14).

Hemogram ve formil 16kosit analizleri 10 hasta-
nin 8’inde yangisal bir reaksiyonun varligina ve
onun karakterine dair fikir vermistir. Lékosit di-
sinda bu hematolojik degerlerin higbiri tanisal
acidan gruplar arasinda énemli bir farkhlik olus-
turmamistir (Tablo 3). Kan l6kositlerindeki bu
artis saglikh hayvanlardakinin yaklasik iki kati
olup (Tablo 3), karaciger hastaliklarinda muhte-
melen sekonder hastaliklarin devreye girmesi
ile iligkilendirilebilir.

Calismada serum biyokimyasi agisindan O6ne
¢ikan ortak veri 10 hastanin 9’'unda hepatobili-
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yer enzimlerin (+lipaz) ve serum safra asit de-
gerlerinin yuksek olusudur (Tablo 3). Bu para-
metrelerin hepatobiliyer hastaliklara gére dagil-
mi anlamlidir (Tablo 4). Ozellikle safra asit de-
gerleri 10 hastanin dokuzunda ¢ok anlaml bir
artis gostermistir. Hiperadrenokortisizm’de ise
normal seviyelerinde kalmistir (3 ve 14 pymol/L).
Bu sekilde, hiperadrenokortisizm klinik muayene
ve anamnez sonunda hepatobiliyer bir hastalik-
tan siphelenilirse serum safra asitlerinden ayiri-
ci tanida yararlanilabilecegi belirlenmigstir. Aglik
ve tokluk safra asitlerinin hepatobiliyer hastalik-
lardaki dagihminda bilhassa kolestazda ve bili-
yar peritonitte her ikisi de >100 pymol/L degerle-
re ulasmistir. Buna karsin, portosistemik sant
(PSS)da sadece tokluk safra asit degerleri
>100 pmol/L bulunmustur (Tablo 3).

Kolestazda diger karaciger fonksiyon testleri ile
birlikte serum safra asitleri de (aglik ve tokluk)
cok onemli artig gostermistir (Tablo 4). Akut
pankreatit nedenli kolestazda (sekonder) da
benzer artiglar saptanmistir. Fakat bu artiglar
primer kolestazdaki kadar yiksek degerlere
ulasmamistir. Sirozda diger karaciger fonksiyon
testleri normal iken hem aclik hem de tokluk
serum safra asitleri 6nemli artis gostermistir
(Tablo 4). Steroid olmayan agri kesici ilaglardan
(NSAID) kaynakh karaciger zehirlenmesinde
safra asitleri aclik ve tokluk serum degerleri hafif
artis gosterirken; diger karaciger fonksiyon test-
lerinden sadece ALT cok yiksek degerlere ulas-
mistir (Tablo 4). Bu artis hepatositlerin hasari ile
iliskilendirilebilir.

Kontrol grupta ise, aglik ve tokluk safra asitleri
ortalama duzeyleri sirasiyla 4.30 + 0.67 umol/L
ve 11.70£1.02 pmol/L olarak hesaplanmistir
(Tablo 3). Serum safra asit ortalama degerleri
referans degerler icinde (ASA: 0-12 pmol/L ve
TSA: 0-16 pmol/L) bulunmustur (23). Kontrol
grubundaki kopeklerde saptanan diger biyokim-
yasal parametrelere ait ortalama degerlerin de
kdpekler igin bildirilen normal sinirlar icinde kal-
diklari belirlenmistir (2).

Kedi ve koépekler igin referans aralik degerleri;
enzimatik yéntemde 12 saat aglk sonrasi igin
<10umol/L ve beslenmeden 2 saat sonrasi igin
<20 umol/L (8). Bir baska kaynakta ise (3), ko-
pek ve kedide preprandiyal (6gin oncesi) nor-
mal degerler sirasiyla <10 ymol/L ve <5 pmol/L;
postprandial (6gun sonrasi) normal dederler ise
siraslyla <25 pmol/L ve <15 pmol/L olarak veril-
mistir. Képeklerde >25 pymol/L serum safra asit
dizeyleri anormal kabul edilmistir (17).
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Calismada, hepatobiliyer hastalikli dokuz hay-
vanin sadece Uglnde (3/9) ALT seviyesi ciddi
oranda bir artis géstermistir (Tablo 3 ve Tablo
4). Direkt karaciger sorunu olan sirozda ise
(Olgu 2) seviyeleri normal bulunmustur. Diger 5
kopekte karaciger hastaliklari haricinde, siste-
mik olan rahatsizliklarda gorilebilecek bulgula-
rin varhginda (kilo kaybi, kusma, ishal, hepato-
megali, asites, depresyon, anoreksi gibi) veya
sekonder hastaliklarda bu degerin hafif oranlar-
da yikselmesine neden olabilir (26). Her ne ka-
dar bu deger baslangigta karacigeri distindirse
de, gerek hepatobiliyer hastaliklar gerekse kara-
cigerde yikima neden olabilecek diger sekonder
sorunlarin ayriminda klinik olarak yardimci ola-
mamigtir.

Serum ALP degerlerini inceledigimizde (Tablo 3
ve Tablo 4), kolestazl hastalarda (Olgu 1 ve 6)
normal degerin (¢ katindan daha fazla olmak
Uzere ciddi bir artis gosterdigi saptanmistir
(P<0.01). Siroz ve karaciger toksikasyonu goz-
lenen hastalarda (Olgu 2 ve 10) serum ALP de-
gerleri normal seviyede kalmistir. Genel olarak
ALT ile benzer artislar gésteren bu enzim, sade-
ce kolestaz tanisi asamasinda oldukga yuksek
seviyeleri nedeniyle énemli bir bulgu olarak or-
taya ¢cikmistir. Ancak sindirim sistemi, pankreas
ve kemik ile ilgili rahatsizliklarda da artig goste-
rebildigi icin serum ALP dederi sadece karaci-
gere spesifik bir bulgu degildir (14). Karacigerin
ilag metabolizmasinda oynadigi merkezi rold,
yuksek kan akimina sahip olmasi ve sindirim
sistemi ile sistemik dolasim arasindaki yakin
anatomik pozisyonu onu sekonder bozukluklara
karsi oldukgca hassas bir duruma sokar. Bu ne-
denle, bircok klinik olguda karaciger enzimleri
artis gosterebilir ancak, dnemli bir hepatobiliyer
hastallk durumu mevcut olmayabilir. Ayni za-
manda, enzim aktivitelerinin ylkselme seviyesi
karacigerin fonksiyonel kapasitesiyle de ilgili bir
bilgi vermez, prognozun gdstergesi de dedgildir
(7).

Bilirubin enzimlere oranla ¢ok daha spesifiktir,
ancak hassasiyeti dusuktir (10). Kedi ve kdpek-
lerde genellikle bilirubin seviyesi henlz yiksel-
meden, mevcut karaciger hastaligi kismen ciddi
bir seviyeye gelmis olabilir. Buna ragmen tani
ve prognoz agisindan fazla degeri yoktur. Se-
konder karaciger hastaliklarinda da (septisemi,
toksemi ya da enfeksiyon gibi), primer olanlara
benzer bir sarilik tablosu gorilebilir (26). YUk-
sek bilirubin seviyesinin mutlaka prehepatik,
hepatik ya da posthepatik olup olmadig! da in-
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celenmelidir (10). Bu baglamda serumda direk
ve indirek bilirubin testleri uygulanabilir (14).
Bilirubin de ALP gibi kolestazli hastalarda ciddi
oranda bir artis géstermigken (Olgu 1, 6, 9), bu
hastalarin ikisinde (Olgu 1 ve 6) sarilik durumu
klinik incelemede de gozlenmis (Tablo 4) fakat
Olgu 9'da klinik muayene ile uyumlu bulunma-
mistir. Kolestaz disinda yine sariligin gézle goé-
rildiigu leptospiroz olgusunda ve direkt safra
sistemi ile iligkili biliyar peritonitte de artis goste-
ren bilirubin, karacigeri direkt etkileyen toksikas-
yon, siroz ve PSS rahatsizliklarinda normal se-
viyede kaldigi i¢in hassasiyeti dusuk olarak de-
gerlendirilmistir. Buna karsin, galismada serum
safra asitlerinin aglik ve tokluk dizeylerinin tayi-
ni klinik olarak ¢ok daha yararli oldugu kanisina
varilimistir. Ozellikle siroz, portosistemik sant ve
biliyar peritonit tespit edilmesinde énemli oldugu
go6zlenmistir (Tablo 4). Serum lipaz aktivitesinin
kontrol gruba oranla hepatobiliyer hastalikli ké-
peklerde yaklasik 7 kat arttiyi gozlenmis (Tablo
3), ancak képeklerde buyuk varyasyon nedeniy-
le klinik olarak 6nem tasimadigi kanisina varil-
mistir.

Saglikh 10 kopekte aghk ve beslenmeden 2
saat sonrasi (tokluk) safra asit ortalama deger-
leri sirasiyla 4.30+£0.67 pmol/L ve 11.70+1.02
pmol/L bulunmustur. Cesitli karaciger hastalikla-
rindan sikayet edilen 9 kdpekte ise, ortalama
deder olarak aclik 79.11£12.49 ve tokluk
101.67+£14.87 pmol/L hesaplanmistir (Tablo 3).
Portosistemik santli bir kbpekte aglik safra asit
degerleri 78 ve tokluk degerleri 189 uymol/L he-
saplanmistir. Hiperadrenokortisizm’li bir kOpekte
ALT aktivitesi 105 IU/L(+) ve ALP aktivitesi 2090
IU/L(+++) olmasina ragmen aglik ve tokluk safra
asit dlzeyleri sirasiyla 3 ve 14 pymol/L bulun-
mustur. Buradan safra asit degerlerinin hepato-
biliyer hastaliklarin tanisinda ¢ok daha 6nemli
ve hassas oldugu sonucunu c¢ikarabiliriz. Buna
karsin, sirozda 75/80 pymol/L (++); akut pankrea-
tit nedenli kolestazda 82/76 ve 57/58 pmol/L
(++) ve NSAID nedenli karaciger zehirlenmesin-
de 17/43 (+/++) hesaplanmigtir (Tablo 4). Ben-
zer bir calismada (25) saghkl 66 kopekte, aclik
ve beslenmeden 2 saat sonrasi safra asitleri
degeri 2.5 ymol/L bulunmustur. Cesitli karaciger
hastaliklarindan muzdarip 62 képekte acglik 86.9
ve tokluk 78.7 umol/L bulunmustur. Portosiste-
mik santh kdpeklerde aglik/tokluk safra asit de-
gerleri 114/221 ymol/L, sirozda ise 62/149 umol/
L hesaplanmistir. Portosistemik sant icin en
yaygin kullanilan tarama testleri safra asitleri
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degeri ve plazma amonyak duzeyleridir. Genel
bir poplilasyonda ve karaciger hastaligi olan
koépeklerde plazma amonyak derisimi portosis-
temik sant varligini saptamak igin oldukg¢a du-
yarl ve spesifik bir parametredir (9).

Karaciger hastaligi tanisinda aclik serum safra
asitlerinin  spesifitesi, 5 pmol/L'ye esit ve
15umol/L'nin {zerinde veya daha ylksek bir
seviyede %100'e ulastigi bildirilmistir (5).
Yapilan bu ¢alismada ise, karaciger hastaliklari-
nin tanisinda, serum safra asitlerinin <50 pmol/
L:+, 50-100 pymol/L:++, >100 pmol/L:+++ olarak
degerlendirilmigtir. Buna goére aclik degerleri
kolestaz ve biliyar peritonit olgularinda >100
pmol/L(+++) oldudu tespit edilmis, siroz, akut
pankreatit nedenli kolestaz, leptospiroz, porto-
sistemik sant gibi hepatobiliyer hastaliklarda ise
50-100 pmol/L(++) oldugu saptanmistir (Tablo
4). Boylece, serum safra asitleri aglik ve tokluk
degerlerinin diger parametrelere goére gesitli ka-
raciger hastaliklarinin (kolestaz, siroz, leptospi-
roz, portosistemik sant, biliyar peritonit, karaci-
ger zehirlenmesi) en spesifik ve duyarli gdster-
geleri oldugu ve Klinik hastalik derecesi ile iligki
icinde bulundugu soéylenebilir.

Serum safra asitleri derisimi hepatosellller, ko-
lestazik hastaliklar ve PSS’de artis gosterir
(11,14). Ozellikle hem aglik hem de tokluk safra
asitleri belirlendiginde bu testlerin hassasiyeti
diger butin karaciger fonksiyon testlerinkinden
¢ok daha fazladir. Bugun igin, klinik bulgularda
sarillik varsa, hepatik ya da ekstrahepatik bir
sorunu olan hastalar hakkinda serum safra asit-
leri degeri daha fazla bilgi vermez. Sarilik olma-
yan ve karaciger hastaligindan suphelenilen
olgularda ise, sonraki tanisal degerlendirmelere
de destek olacak iyi bir inceleme testidir. Aclk
safra asitlerinin 10 ymol/L’den, tokluk safra asit-
lerinin ise 20-25 ymol/L’den fazla olmasi énemli
bir hepatik hastaligin ya da PSS’nin varligini
belirtir ve daha ileri karaciger degerlendirmeleri-
nin, mimkinse karaciger biyopsisinin yapilmasi
gerektigini hatirlatir (6). Clnku kronik hepatit,
hepatik nekroz, kolestaz ve hepatik neoplazinin
de oldugu bircok hastada serum safra asit de-
gerleri anormal olup genellikle hepatik olmayan
bozukluklardan kaynaklanan sekonder karaci-
ger hastaliklarinda belirgin bir artis géstermez-
ler (26). Bu durum, ultrason veya biyopsi gibi
tani yontemlerinin yapilmasi/yapilmamasi kara-
rinin alinmasini kolaylastirir (20).

Siroz ve PSS’li olgularda serum parametreleri
arasinda safra asitleri en belirgin artisi goster-
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migtir (Tablo 4). Ayrica olgu 10’da ylUksek ALT
degerinin karacigerle iligkili olabilecegi dustnce-
sini destekleyen tek parametre olarak hassasi-
yetini belli etmistir. Hiperadrenokortisizm de ise
enzimlerin ylUkselmis olmasina karsilik, normal
kalan safra asitleri de@eri karaciger haricinde
baska bir sorunun (sekonder) olma ihtimalini
kuvvetlendirmistir. Bilirubin ve ALP degerlerinin
de hep ylksek seyrettigi kolestaz olgularinda
ise anlamh artiglar tespit edilmis ve bdylece ta-
nida olasiliklarin azaltiimasina yardimci olmus-
tur. Siroz ve karaciger zehirlenmesindeki yuk-
sek seviyeleri sayesinde safra asitleri bu hasta-
larda biyopsinin gerekliligini gdstermis ve bu
sayede kesin taniya varilmigtir. Safra asitlerinin
aclik ve tokluk degerlerinin Olgu 7’de normal
sinirlarda kaldigi (3 ve 14 pymol/L) gézlenmistir.
Bdylece, klinik muayene ve anamnez sonucun-
da hepatobiliyer hastalik olarak degerlendirile-
cek sekonder hastaliklari ayirmada serum safra
asitlerinden  yararlanilabilecegi  anlasiimigtir.
Olgu 7 disindaki hastalarin timinde serum saf-
ra asitleri duzeyleri yiuksek bulunmus ve bu ar-
tislar kontrol grubuna gore istatistik agidan da
Onemli hesaplanmistir. Olgularin gogunda 6zel-
likle tokluk safra asit diizeylerinde daha ciddi
artislar saptanmistir (Tablo 3 ve Tablo 4). Dola-
yisiyla sadece aclik safra asitleri test edilir ve
normal bir sonu¢ ¢ikarsa, tokluk safra asitleri
dizeyinin de mutlaka tespit edilmesi gerekliligi
(26) bu calisma ile de desteklenmis ve dogru-
lanmistir.
Sonug olarak, serum safra asitlerinin aglik ve
tokluk degerlerinin hepatobiliyer hastaliklarda
tanisal 6nemde oldugu ve safra asitlerinin frak-
siyonel incelenmesinin klinisyenlere ¢ok daha
yararli olacagl ve hepatobiliyer hastaliklarin ta-
nisinda, ayirici tanisinda ve izlenmesinde klinis-
yenlere zaman kazandiracagi, maddi agidan da
tasarruf saglayacagi kanaatine variimistir.
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Kiiltiir Baliklarindaki Vibrio anguillarum’un immunohistokimyasal Yontemle Teshisi*
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Ozet: Bu calisma ile yurdumuzda kiiltiirii yapilan levrek (Dicentrarchus labrax) ve ¢ipura (Sparus aurata) baliklarinda
gorilen Vibrio (Listonella) anguillarum kaynakli enfeksiyonlarin bakteriyolojik, histopatolojik ve immunohistokimyasal
yontemler kullanilarak teshisinin yapilmasi amaglanmistir. Hastalik belirtisi gosteren agirliklari 150-220 gr arasinda
degisen toplam 10 adet levrek bahdi ve agirliklari 150-200 gr arasinda degisen toplam sekiz adet gipura baligi 6rnegi
bakteriyolojik ve histopatolojik yontemler kullanilarak incelenmigtir. Etkenin dokulardaki varligi ve lokalizasyonu ise
immunohistokimyasal yontem (streptavidin-biotin boyama) kullanilarak tespit edilmistir. Gergeklestirilen bakteriyolojik,
histolojik ve immunohistokimyasal galismalar sonucunda, hastaligin klinik semptomlarini gosteren levrek ve gipura
baliklarinda vibriosis hastaliginin teshisi yapiimis ve etkenin dokulardaki varligi tespit edilmistir. Ayrica bu ¢alismada
bakterinin enfekte balik dokularindaki varliginin tespiti amaciyla kullanilan ve indirekt immunoenzimatik yontemlerden
olan streptavidin-biotin boyama yontemi (StrepABC—IHC) Listonella anguillarum’un teshisinde ilk kez kullaniimis ve
basarili sonuglar elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Balik, immunohistokimya, V. anguillarum, vibriosis

Diagnosis of Vibrio anguillarum by Using Immunohistochemical Method in Cultured Fish

Summary: In this study, diagnosis of Vibrio (Listonella) anguillarum infections in cultured European sea bass
(Dicentrarchus labrax) and gilt-head sea bream (Sparus aurata) in Turkey by using bacteriological, histopathological
and immunohistochemical methods was aimed. In total, 10 European sea bass samples weighing between 150-220 g
and eight gilt-head sea bream samples weighing between 150-200 g showing disease signs were investigated by using
bacteriological and histopathological methods. The presence and the distribution of the agent in the tissues were de-
tected by using immunohistochemical method (streptavidin-biotin staining). As a result of the bacteriological, histologi-
cal and immunohistochemical studies, the diagnosis of vibriosis was made and the presence of V. anguillarum was
detected in the tissues of affected European sea bass and gilt-head sea bream samples showing clinical symptoms.
Also an immunoenzimatic method, streptavidin-biotin staining method (StrepABC—IHC) was used for the first time in
this study for the detection of the presence of this bacterium in the infected fish tissues.

Key words: Fish, immunohistochemistry, V. anguillarum, vibriosis

Girig

Levrek (Dicentrarchus labrax) ve gipura baliklar
(Sparus aurata) vyetigtiricilik kosullarinda hizli
blylyen 6nemli deniz bahdi tirlerindendir. Bu
nedenle bu iki balk turinin Akdeniz Ulkelerinde
oldugu gibi yurdumuzda da yetistiriciligi basarili
bir sekilde yapilmaktadir (2). Vibrio tirt bakteri-
lerin neden oldugu vibriosis bakteriyel ve bulasi-
ciI bir hastaliktir. Hastalik diinya genelinde kilttr
balik¢ihdi yapan tatl su ve deniz igletmelerinde
ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir
(3,17). Kultirt yapilan levrek ve cgipura gibi de-
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niz baliklarinda (10,16) vibriosise neden olan en
onemli patojen Vibrio (Listonella) anguilla-
rumdur (3,12,13,20). Arastirmacilar daha ¢ok
ad1 gegen patojen bakterinin virilans mekaniz-
masini aydinlatilmasi, hizl tespiti ve neden ol-
dugu hastalhigin onlemesi Uzerinde yogunlas-
mastir. Ginimuizde etkenin teshisinde mikrobi-
yolojik, serolojik, molekller, histopatolojik ve
immunohistokimyasal teknikler farkli arastiricilar
tarafindan kullaniimistir (3,4,11,12,19).

L. anguillarum ile ilgili yapilan immunohistokim-
yasal ¢alismalar; enfekte balik ve su canlilarinin
dokularindaki bakteri varhginin teyit edilmesi,
dokulardaki lokalizasyonunun belirlenmesi, anti-
jenin dokulardaki yogunlugunun tespit edilmesi
ve patojenin patogenezisinin belirlenmesi Gzeri-
ne yogunlasmistir (5,6,8,11). Ayrica L. anguilla-
rum’'a kargi probiyotik etkisi olan bakterilerin
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tespit edilmesi ve asi etkinliginin belirlenmesine
yOnelik arastirmalarda da immunohistokimyasal
yéntemlerden yararlanilimigtir (1,17). Ulkemizde
ise L. anguillarum serotip O1 ile deneysel olarak
enfekte edilen gdkkusagdi alabaliklarinin doku ve
organlarindaki antijenlerin varligini ve dokudaki
dagiiminin belirlenmesi amaciyla immunohisto-
kimyasal teknikler kullaniimistir (4).

Bu calismada; Ulkemizde kultirt yapilan levrek
ve c¢ipura baliklarinda gorllen V. anguillarum
kaynakh enfeksiyonlarin bakteriyolojik, histopa-
tolojik ve immunohistokimyasal yontemler kulla-
nilarak teshisinin yapiimasi amaglanmistir.
Gere¢ ve Yontem

Calismada kullanilan balik materyali

Bu calismada incelenen balik materyalleri Ege
Bolgesi’nde bulunan farkh deniz isletmelerinden
temin edilmistir. Hastalik belirtisi gbsteren ve
agirhiklari 150-220 g arasinda degisen toplam
on adet levrek baligi ve agirhklari 150-200 g
arasinda degisen toplam sekiz adet cipura bali-
g1 incelenmistir. isletme sahiplerinden alinan
bilgeye goére en ylksek 6lim orani hasta levrek
baliklarinda gorulirken (%70), gipuralarda ise
Olim oraninin oldukga dusuk oldugu (%10) be-
lirtilmigtir.

Bakteriyolojik 6rnekleme

Hastalik belirtisi gosteren baliklarin i¢ organla-
rindan (dalak, bobrek ve karaciger) %1.5 NaCl
iceren Trypticase Soy Agar (TSA) (Merck
1.05458, Almanya) besiyerine ekimler yapilmig-
tir. EKim yapilan petriler 22-23 °C’de 48-72 saat
boyunca inkibe edilmis ve izole edilen bakteri-
lerin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zel-
liklerinin tespiti igin rutin bakteriyolojik metotlar
kullanilmistir (3,7,18). Bu calismada referans
bakteri (R) olarak ispanyadaki gipura baligindan
izole edilmis olan bir adet V. anguillarum susu
kullanilmigtir.

Histopatolojik muayene

Histopatolojik inceleme igin hasta balik érnekle-
rine ventral, lateral ve operkular insizyon teknik-
leri uygulanarak i¢ organlari ortaya ¢ikartiimigtir.
Daha sonra baliklarin dalak, karaciger ve bdb-
rek gibi i¢c organlari yani sira solunga¢ ve kas
dokularindan da makas yardimi ile 0.5-1cm?®
buyukligunde drnekler alinarak %10’luk formal-
dehit icerisinde 72 saat fikse edilmistir. Tespit
edilen doku drneklerinden rutin doku igleme pro-
sedurt uygulanarak 5 ym kalinhginda kesitler
alinmigtir. Bu kesitler Hematoksilen-Eosin boya-
ma yOntemi ile boyanarak histolojik olarak ince-
lenmistir (9,18).
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Immunohistokimyasal boyama (streptavidin-
biotin yontemi)

Arastirmada immunohistokimyasal metot olarak
immunoenzimatik ydntemlerden streptavidin-
biotin boyama ydntemi (StrepABC-IHC) kulla-
nilmistir. Hasta baliklarin i¢ organlarindan ali-
nan doku ornekleri formalin ile fikse edildikten
sonra rutin doku isleme basamaginin ardindan
parafine gémilmis ve bu parafin bloklardan
4pum kahnhginda kesitler poly-L-lysin kapli lam
Uzerine alinmigtir. Daha sonra kesitler %3’luk
hidrojen peroksit solisyonunda 30 dakika bekle-
tilmis ve sonrasinda PBS ile yikanmistir. Lamla-
rin Uzerine 1:1000 oraninda sulandiriimis anti-
V. anguillarum monoklonal antikorundan (ibt FM
-040AX-5) 30uL ilave edilmis ve oda sicakligin-
da 2 saat inkiibe edilmigtir. Kesitlere biotin ile
isaretli sekonder antikor eklenmis, 15 dakika
inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasinda PBS
ile yilkanan kesitlere streptavidin peroksidaz ek-
lenmis ve 15 dakika inklbasyona birakilmigtir.
Yikamadan sonra doku kesitleri Gzerine 30uL
AEC (Three-amino-9-ethylcarbazole) soltisyonu
damlatilarak 15-20 dakika nemli ortamda bekle-
tildikten sonra yikanmistir. immun boyamanin
ardindan preparatlar Mayer's hematoxylin ile
boyanmig, entellan ile kapatilarak isikli mikros-
kop altinda incelenmigtir. Antijen-antikor birles-
mesinin gerceklestigi immun pozitif odaklar, nor-
mal doku hucrelerinden farkh olarak kahverengi-
ye boyanmalari ile tespit edilmistir (5,16,18).
Bulgular

Klinik ve nekropsi bulgulari

Hasta baliklarda dis bakida genel olarak hare-
ketlerde durgunluk, istahsizlik, solungaglarda
solgunluk ve vicut ylzeyinde az miktarda pul
kaybi gibi benzer klinik bulgular dikkati cekmis

Sekil 1. (a) Hasta cipura baliklarinin yizgeg diplerinde ka-
nama (b) solungag filamentlerinde erozyon ve karacigerde
solgunluk
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Sekil 2. (a) Levrek baliklarinin bas bdlgesindeki hemorajik
odaklar ve (b) karaciger Uzerinde petesiyel kanama odakla-
r1, i¢ organlarda asiri yaglanma ve i¢ organlarin genel goru-
numu

Tllay Akayli

tir. Cipura baliklarinin pelvik, anal ve pektoral
yuzge¢ diplerinde hemoraji gorulirken (Sekil
1a.) hasta levrek baliklarinda ise bu bdlgeler
yani sira bas ve karin bélgesinde yogun hemo-
rajik alanlar dikkati ¢gekmistir (Sekil 2a). Cipura
baliklarinin i¢ bakisinda solungag filamentlerin-
de erozyon yani sira karacigerin anemik gorin-
tisu dikkati cekmistir (Sekil 1b). Levrek balikla-
rinda asiri solgun karaciger Uzerinde hemorajik
odaklar, dalakta biylime, bagirsakta sari renkli
ve kokulu sivi birikimi ve i¢ organlarda yaglan-
manin oldugu gézlenmistir (Sekil 2b).

Tablo 1. Orneklemeler sonucu izole edilen bakteri izolatlarinin biyokimyasal ézellikleri

Karakterler 1 2 3 4 5 6 7 8 R
Hareket + + + + + + + + +
Gram Boyama - - - - - - - - -
O/F F F F F F F F F F
Sitokrom Oksidaz + + + + + + + + +
Katalaz + + + + + + + + +
TCBS'de Ureme S S S S S S S S S
VAM’'da treme S S S S S S S S S
Sitrat kullanimi + + + + + + + + +
-galaktosidaz (ONPG) + + + + + + + + +
Voges-Proskauer + + + + + + + + +
Metil Red - - - - - - - - -
Indol + + + + + + + + +
Arjinin dihidrolaz + + + + + + + + +
Lizin dekarboksilaz - - - - - - - - -
Ornitin dekarboksilaz - - - - - - - - _
Nitrat indirgeme + + + + + + + + +
Ureaz (retimi - - - - - - - - .
Jelatinaz Gretimi + + + + + + + + +
Nisasta + + + + + + + + +
H,S - - - - - - - - -
D-Glukoz, gaz - - - - - - - - -
D-Glukoz, asit + + + + + + + + +
L-Arabinoz, asit - + + + + + + + -
myo-inositol, asit - - - - - - - - .
Laktoz,asit - - - - - - - - -
D-Mannitol, asit + + + + + + + + +
D-Mannoz, asit + + + + + + + + +
D-Maltoz,asit + + + + + + + + +
Sukroz, asit + + + + + + + + +
inositol - - - - - - - } -
Salisin - - - - - - - . _
% 0 NaCl’'de treme - - - - - - - - -
% 3 NaCl'de Greme + + + + + + + + +
% 8 NaCl’'de treme - - - - - - - - -
% 10NaCl’'de Ureme - - - - - - - - -
37 'C’de buyime + + + + + + + + +
0/129’a duyarlilik + + + + + + + + +

(+): Pozitif reaksiyon, (-): Negatif reaksiyon, S: Sari, F: Fermantatif, VAM: Vibrio anguillarum Medium, TCBS: Tiyosulfat sitrat

safra tuzu, O/F: oksidatif/fermentatif
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Bakteriyolojik bulgular

%1.5 NaCl iceren TSA besiyerine yapilan ekim-
lerin inklibasyonu sonucu yuvarlak, konveks,
hafif kabarik, parlak ve krem renkli 20 adet bak-
teri izolati elde edilmistir. Bu izolatlarin 8 tanesi
referans susa benzer sekilde, Gram-negatif ka-
rakterli, hareketli bakteriler olmalari, O/F glukoz
testinde fermantatif 6zellik géstermeleri, O/129
vibriostat testine duyarl olmalari ile genus du-
zeyinde Listonella genusuna mensup oldugu
tespit edimistir. Ayrica izolatlar sitokrom oksi-
daz, katalaz, indol, 3-galaktosidaz (ONPG) gibi
testlere pozitif reaksiyon vermeleri yani sira ya-
pilan diger biyokimyasal 6zellikleri nedeniyle L.
anguillarum olarak teshis edilmistir (Tablo 1).
Histolojik bulgular

L. anguillarum ile enfekte gipura baliklarinin ka-
raciger hicrelerinde vakuoler dejenerasyon, ve
nekroz (Sekil 3a), bébrek dokusunda interstisi-
yel alanda hicre ve matriks kaybi, bébrek tibul-
lerinde dejenerasyon (Sekil 3b), dalak dokusun-
da nekroz (Sekil 3c) ve solungag lamellalarinin

Sekil 3. (a) Hasta cipura baliginin karaciger hiicrelerinde
vakuoler dejenerasyon, (b) bébrek dokusunda interstisiyel
alanda hiicre ve matriks kaybi (oklar), bébrek tlbiillerinde
dejenerasyon (c) dalak dokusunda nekroz (d) solungag
lamellalarinin epitel hiicrelerinde nekroz (oklar).

epitel hucrelerinde nekroz dikkati ¢ekmistir
(Sekil 3d).

Hasta levrek baliklarinin i¢ organlarinin ve so-
lungaglarinin histopatolojik incelemesinde kara-
cigerde kligik hemorajik odaklar (Sekil 4a),
bobrek dokusunda interstisiyel alanda hiicre ve
matriks kaybi, bobrek tibullerinde dejeneras-
yon, melanomakrofaj merkezlerinde hemoside-
rin depozitleri (Sekil 4b), dalak dokusunda nek-
roz (Sekil 4c) ve solungag filamentlerinin yani
sira solungac¢ lamellalarinin epitel hicrelerinde
nekroz tespit edilmigtir (Sekil 4d).
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Sekil 4. (a) Levrek baliklarinin karacigerinde kigiik hemora-
jik odaklar (okla gosterilmistir) (b) bobrek dokusunda inters-
tisiyel alanda hiicre ve matriks kaybi, periglomeruler 6dem
(oklar), bébrek tubdllerinde dejenerasyon (okla gosterilmis-
tir), melanomakrofaj merkezlerinde hemosiderin depozitleri
(c) dalak dokusunda nekroz (d) solungag¢ lamellalarinda
nekroz (oklar).

immunohistokimyasal bulgular

Calismada incelenen V. anguillarum ile enfekte
gipura baliklarinin solungag¢ ve i¢ organlarinin
immunohistokimyasal incelemesi sonucunda;
karacigerde bir arterin etrafindaki karaciger hic-
relerinde koyu kahverengi renkte boyanmis im-
mun pozitif odaklar (Sekil 5a), bobrek tibdillerin-
de (Sekil 5b), dalak dokusunda sinuslarda (Sekil
5c) ve solungag filamentlerinde ve Ozellikle fila-
ment diplerinde immun pozitif alanlar gérilmus-
tar (Sekil 5d).

Sekil 5. (a) Enfekte gipura baliginin karacigerinde arterin
etrafindaki karaciger hicrelerinde, (b) bdbrek tibiilllerinde,
(c) dalak dokusunda ve (d) solungaglarda kahverengi renk-
te boyanmis immun pozitif odaklarin gériinima (oklar)

Hasta levrek baliklarinin i¢ organlarinin immu-
nohistokimyasal incelemesi sonucunda; karaci-
gerde sinuzoidlerde, nekrotik alanlar iginde ve
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damar etrafinda (Sekil 6a), bobrekte tubdillerde
(Sekil 6b), dalakta sinuslarda, damar kenarlarin-
da ve nekrotik alanlarda (Sekil 6¢), solungag ve
solunga¢ filamentlerinde antijen antikor birles-
mesi sonucu olusan kahverengi renkteki immun
pozitif odaklar gézlenmistir (Sekil 6d).

a M

s . b

nekrotik alanlarinda,
(b) bobrek dokusundaki tubdllerde, (c) dalak dokusunun
sinuslarinda ve (d) solungaglarda kirmizi renge boyanmis
immun pozitif alanlar (oklar)

sinuzoidlerinde ve damar etrafinda,

Tartisma ve Sonug¢

Vibrio anguillarum’ un neden oldugu klasik vibri-
osis, deniz ve tath sularda yetistiriciligi yapilan
baliklarda ylksek mortalitelere neden olmakta-
dir (4,7,13,19). Bu calisma ile Tarkiye'de kalturd
yapilan levrek ve cipura baligi isletmelerindeki
vibriosisin klinik belirtilerini gésteren hasta balik
drneklerinden V. anguillarum izole ve identifiye
edilmis ve bu patojenin balik dokularinda sebep
oldugu hasar histopatolojik olarak tespit edilmis
ve streptavidin-biotin boyama ydntemi kullanila-
rak etkenin immunohistokimyasal olarak teshisi
yapilmigtir.

Hasta levrek ve c¢ipura baliklarinin i¢ organlari-
nin ve solungaclarinin histopatolojik ydnden
incelenmesi sonucunda diger arastirmacilara
benzer olarak karacigerde kugik hemorajik
odaklar, bébrek tubullerinde dejenerasyon gibi
bulgularda benzerlik gézlenmistir (14,18). En-
fekte cipura balik dokularinin histopatolojik ola-
rak incelenmesi sonucunda ise Korun ve Timur
(14)’'un bildirdigi gibi bobrek dokusunda intersti-
siyel alanda hlcre ve matriks kaybi, boébrek tu-
blllerinde dejenerasyon, dalakta doku kaybi,
yani sira solunga¢ lamellalarinin yapisal dize-
ninde bozulma tespit edilirken inceledigimiz L.
anguillarum ile yapilan g¢alismalarda daha g¢ok

Tllay Akayli

immunokimyasal ydéntemlerden olan peroksidaz
antiperoksidaz (4,8) ve avidine-biotin-alkaline
fosfataz metodu kullanirken (11), Planas ve ark.
(17) probiyotik 6zelligi olan Roseobacter sp.nin
kalkan baliklarinda gértlen V. anguillarum en-
feksiyonunda enfekte balik dokulari Gzerindeki
etkisinin belirlenmesinde streptavidin-biotin tek-
nigini tercih etmislerdir. Baliklarin solungaglarin-
da yogun antijen antikor birlesmesine bagli ola-
rak kahverengi renkte immun pozitif alanlarin
go6rilmesi diger arastiricilarin verileri ile benzer-
lik gosterirken (4,11), Laurencin ve Germon (15)
tarafindan belirtildigi gibi L. anguillarum’un so-
lungaglar birincil giris yolu olarak kullandiginin
gOstergesi olabilecegi dustinilmektedir.
Karaciger dokularinda immun pozitif alanlarin
sinuzoidlerde, nekrotik alanlarda gdézlenmesi
diger arastiricilarin hasta gokkusagi alabaligi
(4) ve kalkan baliklarindaki (12) bulgularina
benzerlik gdstermesine ragmen bu calismada
incelenen baliklarin karaciger dokularinda 6zel-
likle arter etrafindaki hicrelerde yaygin immun
pozitif alanlara rastlaniimistir. Baliklarin bébrek
dokularinda ise immun pozitif alanlarin daha
once yapilan arastirmalarin sonuglarina benzer
sekilde sadece bdbrek tibdillerinde yogun oldu-
gu tespit edilmistir (4).

Dalak dokularinda immunohistokimyasal incele-
meler sonucunda levrek ve gipura baliklarinin
dalak kesitlerinde immun pozitif alanlar Avci ve
ark. (4) nin yapti§i ¢alismanin sonucuna ben-
zer sekilde sinus ve nekrotik alanlarda tespit
edilmigtir. Bu calismada daha 6nce yapilan ¢a-
lismalardan farkli olarak levrek baliklarina ait
dalak dokularinda damara yakin boélgelerde im-
mun pozitif reaksiyonlara rastlanilirken gipura
baligina ait balik dokularinda gdzlenmemistir. iki
balik tirine ait dalak ve karaciger dokularinda
damara yakin boélgelerde de immun pozitif alan-
lara rastlaniimasi Grisez ve ark. (12)'nin belirttigi
gibi bu bakterilerin bagirsagin lamina propria-
sindan kan yolu ile karaciger ve diger i¢ organ-
lara tasindiginin bir géstergesidir.

Sonug olarak; bu calisma ile L. anguillarum’un
streptavidin-biotin yontemi ile teshisi levrek ve
Gipura baliklarinin dokularinda ilk kez yapilmis
olup elde edilen verilerin bu ydntemin immun
hassasiyetinin ylksek olmasi nedeniyle bu bak-
terinin tanisinda gavenilirliginin de ylksek olabi-
lecedini gostermigtir. Dolayisi ile ¢alismanin
sonugclari V. anguillarum kaynakli enfeksiyonla-
rin teshisinde diger immun ydntemlere gore da-
ha yaygin kullaniminin dnind agacaktir.
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Antibiotic Susceptibility of Motile Aeromonas spp. Isolated from Foods of
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Summary: In this study, presence of motile Aeromonas spp. in different foods of animal origin and water by cultural
method and detection to antibiotic susceptibilities of the isolates were investigated. A total of 224 food samples such as
fish, chicken, fishery products, milk, meat and water supplied from points of sale like market and bazaar in and around
Izmir have been examined. Aeromonas selective agar was used for Aeromonas spp. isolation. Gram-negative and
oxidase positive colonies were assessed in Vitek 2 system (France) for identification. Of 224 food samples (meat,
chicken, fish, fishery products, milk and water) 87 have been found to be positive for motile Aeromonas spp. According
to the study, 51 (22.76%) of them were determined as A. hydrophila, 26 (11.6%) of them as A. caviae and 10 (4.6%) of
them as A. sobria. Antibiotic susceptibility of Aeromonas isolates was determined according to the Kirby Bauer disk
diffusion method. All Aeromonas spp. isolates have been found to be susceptible to imipenem and ciprofloxacin.

Key words: Antibacterial susceptibility, food, isolation, motile Aeromonas spp.

Hayvansal Gidalardan ve Sudan izole Edilen Hareketli Aeromonas Tiirlerinin Antibiyotik Duyarhihg:

Ozet: Bu galismada hareketli Aeromonas’larin farkli hayvansal gidalar ve sudaki varli§ini ortaya koymak ve elde edilen
izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinin saptanmasi amaglanmistir. Calismada izmir ve gevresindeki market ve pazar gibi
faaliyet gosteren satis noktalarindan tedarik edilen toplam 224 adet gida (balik, balikgilik Grind kiyma, tavuk, sit ve
su) ornegdi incelenmistir. Aeromonas spp. izolasyonu igin Aeromonas selektif agar kullaniimistir. Gram-negatif, oksidaz
pozitif koloniler, identifikasyon icin Vitek 2 sistemi (Fransa) ile degerlendirilmistir. incelenen 224 gida érneginin 87’si
hareketli Aeromonas spp. yoniinden pozitif bulunmustur. Orneklerin 51’inde (%22.76) Aeromonas hydrophila, 26’sinda
(%11.6) Aeromonas caviae ve 10’'unda (% 4.46) Aeromonas sobria saptanmistir. Aeromonas izolatlarinin antibiyotik
duyarlihgi Kirby Bauer disk diffuzyon metodu ile belirlenmistir. Tim izolatlar, imipenem ve siprofloksasine duyarli bulun-
mustur.

Anahtar kelimeler: Antibakteriyel duyarlilik, gida, izolasyon, hareketli Aeromonas spp.

Introduction

Motile Aeromonas spp. exists in the environ-
ment especially in marine water, drinking water,
fresh and brackish water (10). The reason for
defining the motile Aeromonas spp. as food
pathogens is that they exist widely in the envi-
ronment (7). Since they have psychrophilic
structures, they can reproduce in the foods kept
at 4°C, and pose a potential danger for human
health (3,5,13). Aeromonas spp. have a number

tinal infections in humans (13).

Aquatic environment plays an important role in
the dissemination of Aeromonas spp., while fish
and seafood, raw and cooked meat, chicken,
vegetables, and milk can be potential carriers
for human and animal infections (13).

This study was conducted both to determine the
existence of motile Aeromonas spp. in foods of
animal origin and in water by a cultural method
and to reveal the antibiotic susceptibilities of the

of different putative virulence factors such as
enterotoxins, haemolysin or cytotoxins and anti-
biotic resistance to some antibiotics (3,11,13),
and are responsible for intestinal and extraintes-
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isolates.

Material and Methods

Standard strain

Standard Aeromonas hydrophila ATCC 7512
strain was obtained from the Bornova Veteri-
nary Control Institute, Culture Collection.
Isolation of Aeromonas spp. from the sam-
ples

Each sample was subjected to bacteriological

137



Antibiotic susceptibility of motile Aeromonas...

examination under aseptic conditions. Twenty
grams were taken from the samples and placed
in sterile sample bags, 225 ml alkaline peptone
water was added, and homogenized in stom-
acher for 2 minutes, and then were left for incu-
bation at 28°C for 18-24 hours. A loopful of the
enrichment culture was streaked onto Aer-
omonas Agar (Oxoid, CM0833A, England)
used with Ampicillin Selective Supplement
(Oxoid, SR0136, England) and the inoculated
plates incubated at 28°C for 18-24 hours. After
the incubation, the colonies that reproduced in
the plates in the form of green, and the button-
green colonies in their middle parts were ac-
cepted as suspected Aeromonas spp. The colo-
nies were plated on the nutrient agar with nee-
dle-point loop in the form of single colony, and
incubated at 30°C for 24 hours. The Gram-
negative and oxidase positive colonies were
assessed in the Vitek 2 device for identification
(Vitek 2 system-France) (2).

Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(2), 137-141, 2018

cin (5 mcg), vancomycin (30 mcg), cefuroxime
(30 mcg), imipenem (10 mcg), chloramphenicol
(30 mcg), tobramycin (10 mcg), ciprofloxacin
(10 mcg) antibiotic disks ( Oxoid, England) were
placed.

After the disks were placed, the agars were tak-
en to an incubator and incubated at 37 C for 18-
24 hours. Then, the zone diameters were meas-
ured.

Results

In this study, 224 different food samples sup-
plied from the points of sale like market in and
around Izmir have been investigated.
Eighty-seven (87%) of the 224 food samples
including 46 fish, 25 shrimps, 30 mussels, 43
chickens, 35 minced meat samples, 25 milk and
20 water samples have been found to be posi-
tive in terms of motile Aeromonas spp. Fifty one
(22.76%) of these were observed to have Aer-
omonas hydrophila, 26 (11.6%) to have Aer-
omonas caviae, 10 (4.46%) to have Aeromonas
sobria (Table 1).

Table 1. The prevalence and distribution of motile Aeromonas spp. in various food samples

Foog’ga“;:;ffs ) A. hydrophila A. caviae A. sobria
Fish 46 15 (32.6%) 9 (19.56%) 3 (6.5%)
Mussel 30 9 (30%) 5 (16.6%) 2 (6.6%)
Shrimp 25 8 (32%) 3 (12%) 1 (4%)
Meat 35 5 (14.2%) 3 (8.5%) 1(2.85%)
Chicken 43 6 (13.9%) 3 (6.9%) 2 (4.6%)
Milk 25 5 (20%) 3 (12%) 1(4%)
Water 20 3 (15%) - -

n=number of samples

Antibiotic Susceptibility Testing

The antibiotic susceptibility of Aeromonas iso-
lates was determined according to the Disk Dif-
fusion Method. They were taken from the liquid
culture with a 0.1 ml sterile pipette, and was
spread on Muller Hinton Agar (Oxoid, CM0337,
England) with a glass rod, In order to determine
the antibiotic susceptibility of the isolates, eryth-
romycin (15 mcg), streptomycin (10 mcg), gen-
tamicin (30 mcg), amikacin (30 mcg), tetracy-
cline (10 mcg), ampicillin (25 mcg), cephalothin
(30 mcg), amoxicillin 20 mcg/clavulanic acid 10
mcg (30 mcg), trimethoprim 1.25 mcg/
sulfamethoxazole 23.75 mcg (25 mcg), ofloxa-
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The antibiotic susceptibility of 87 Aeromonas
spp. isolates obtained in the study has been
determined according to the disk diffusion meth-
od. The zone diameters of the inhibitions have
been measured with caliper cage in mm. In this
context, it has been observed that 51 A. hy-
drophila species were susceptible to amoxicillin
clavulanic acid, ciprofloxacin and imipenem at a
rate of 100%, and 81% of the strains were de-
termined to be resistant to erythromycin, 85.4%
of the strains were determined to be resistant to
vancomycin, trimethoprim/sulfamethoxazole at
a rate of 64.1%, respectively. Moreover, the 26
Aeromonas caviae isolates were susceptible to
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imipenem, amikacin and ciprofloxacin at a rate
of 100%; 88.6% of the isolates were determined
to be resistant to erythromycin; 76.5% were de-
termined to be resistant to vancomycin; 41%
were detected to be resistant to trimethoprim/
sulfamethoxazole; 21.5% were detected to be
resistant to amoxicillin clavulanic acid and chlo-
ramphenicol; 10.9% were detected to be re-
sistant to gentamicin and tetracycline. It was
determined that the 10 A. sobria isolates had
susceptibility to ciprofloxacin and amikacin at a
rate of 100%, ampicillin and trimethoprim/
sulfamethoxazole at a rate of 66.5%, and 90%
were seen as resistant to streptomycin. The
antibacterial susceptibility testing results of Aer-
omonas spp. isolates against antibiotics are
given in Table 2.

Fulya OCAK

the risk of infection in humans. Especially the
fish, mussels, shrimps, living in sea and con-
sumed as food by humans are contaminated
with the pathogen bacteria that blend in the sea
water together with waste water and pose an
important threat for public health.

These examinations were conducted to detect
the existence of motile Aeromonas spp. which
contaminates the products especially food prod-
ucts in a cultural manner, and to reveal the anti-
biotic susceptibilities of the Aeromonas spp.

The frequency of existence and the antibiotic
resistance of Aeromonas spp. in fish in Malay-
sia were investigated in 2003 (8). The research-
ers studied a total of 87 fish samples, and Aer-
omonas spp. were found in 69% of the samples.
In the study, a total of 87 fish were used and

Table 2. Antibacterial susceptibility testing results of Aeromonas spp. isolated from food samples

A. hydrophila (n=51) A. caviae (n= 26) A. sobria (n=10)

Antibiotics R 1 S R | S R | S
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Amikacin 2.4 185  79.1 - - 100 - - 100
Amoxicillin/ ; ; 100 215 - 785 7.1 - 929
clavulanic acid
Ampicilin 28.6 7.1 215 124 124 752 665 - 33.5
Cefuroxime 14.3 214 64.3 - - 100 11.6 - 88.4
Ciprofloxacin - - 100 - - 100 - - 100
Erythromycin 81.9 - 18.1  81.00 - 19.00 827 - 17.3
Gentamycin 34.6 7.8 576 109 11 781 325 - 67.5
Imipenem - - 100 - - 100 4.4 - 95.6
Chloramphenicol 99 - 90.1 215 - 78.5 13.3 - 84.7
Cephalotine 85.8 7.1 7.1 66.7 - 33.3 833 16.7
Streptomycine 9 10.5 80.5 - - 100 90 - 10
Tetracyline 8.3 114 803 109 189 70.2 - 16.7  83.3
Tobramycin 35.7 14.3 50 22.2 - 778 146 - 85.4
Trimethoprim/ 641 144 215 4100 - 5900 665 - 335
sulfamethoxazole
Vancomycin 85.4 7.3 7.3 76.5 - 235 854 - 14.6
Ofloxacin 92.9 7.1 - 884 116 - 882  11.8 -

n=number of isolates

Discussion and Conclusion sixty nine percent of the samples have been

The existence of motile Aeromonas spp. in
healthy animals and in drinking water increases

found positive for Aeromonas spp. Aeromonas
isolates were defined as A.sobria, A. hydrophila,
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and A.caviae at the rates of 55%, 11.5% and
2.3% respectively. All the isolates were found to
be resistant to ampicillin, and susceptible to
ceftazidime (8). Eighty-two Aeromonas spp.
isolates were defined in 250 frozen fish samples
in biochemical and genetic terms in Mexico (4).
In a previous study, antibiotic susceptibility of 57
Aeromonas spp. isolates, which were isolated
from different foods and water samples, were
examined, and the majority of the isolates were
found to be resistant to erythromycin, and sus-
ceptible to tetracycline, nitrofurantoin, chloram-
phenicol, quinolone and aminoglycosides
(amikacin, gentamicin, tobramycin) (1). Sratev
et al. (12) conducted different studies on
A.hydrophila isolated from milk, dairy products,
meat, meat products and vegetables, and re-
ported that it was an opportunistic pathogen,
and was resistant to commercial antibiotics. The
existence of A.hydrophila in foods and its antibi-
otic resistance pose a threat for public health
and for the health of living organisms in aquatic
environments (12).

The reason of motile Aeromonas spp. for be-
coming more important in recent years is that
their various virulence factors have been de-
fined, and it has been understood better that
these virulent factors lead to enteropathogenic.
These factors are hemolysins, enterotoxins and
cytotoxins (11).

In a study conducted in Ankara in 2006, it was
detected that the A.hydrophila strains that were
obtained from chicken and meat doner kebab
samples were susceptible to gentamicin, chlo-
ramphenicol, tetracycline, cephalothin and chlo-
ramphenicol at a rate of 100%, and resistant to
ampicillin and vancomycin at a rate of 100%
(14).

In the present study, the Aeromonas spp. Iso-
lates have been found to be susceptible to
imipenem and ciprofloxacin at a rate of 100%. It
has been reported that Aeromonas spp. may
sustain their lives even in refrigerator tempera-
tures because they are psychotropic. The selec-
tion of proper antibiotics is important for the
treatment of the diseases caused by the bacte-
ria. The antibiotic resistance of motile Aer-
omonas spp. must be handled with care be-
cause of these characteristics. One of the most
important infection sources is the water contam-
inated with motile Aeromonas species. In order
to prevent this, hygienic rules must be strictly
followed, and some precautions must be taken
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in the stages from food production to consump-
tion.
With this study, the antibiotic susceptibility of
motile Aeromonas spp. was investigated. The
motile Aeromonas spp. are considered as op-
portunistic pathogens for humans and are iso-
lated especially from fish, sea products, and
various foods that are used for human con-
sumption. The selection of proper antibiotic is
important in terms of gastrointestinal infections
stemming from food, contaminated by the bac-
teria.

References

1. Awan BM, Magbool A, Bari A, Krovacekek
K. Antibiotic suscebility profile of Aeromonas
spp. isolates from food in Abu Dhabi, United
Arab Emirates. New Microbiol 2009; 32(1):
17-23.

2. Biomerieux, Vitek 2 Tecnology. Online soft-
ware user manuel, 510773-3EN1, Marcy
I’etoile, France, 05/2006.

3. Daskalov H. The importance of Aeromonas
hydrophila in food safety. Food Control
2006; 17(6): 474-83.

4. Castro-Escarpulli G, Figueras MJ, Aguilera-
Arreola G, Soler L, Fernandez-Rendon E,
Aparicio GO, Guarro J, Chacon MR. Char-
acterisation of Aeromonas sp. isolated from
frozen fish intended for human consumption
in Mexico. Int J Food Microbiol 2003; 84(1):
41-9.

5. Gobat PT, Jemmi T. Distrubition of meso-
philic Aeromonas in raw and ready-to-eat
fish and meat products in Switzerland. Int J
Food Microbiol 1993; 20(2):117-20.

6. Gonzalez-Rodrigues MN, Santos JA, Otero
A, Garcia-Lopez ML. PCR detection of po-
tentially pathogenic Aeromonad in raw an
cold-smoked freshwater fish. J Appl Microbi-
ol 2002; 93(4): 675-80.

7. Neyts K, Huys G, Uytendaele M, Swings J,
Debevere J. Incidence and identification of
mesophilic Aeromonas spp from retail
foods. Lett Appl Microbiol 2000; 31(5): 359-
63.

8. Radu S, Ahmad N, Ling FH, Reezal A. Prev-
alence and resistance to antibiotics for Aer-
omonas species from retail fish in Malasia.
Int J Food Microbiol 2003; 81(3): 261-6.

9. Santos Y, Toranzo AE, Barja JL, Nieto TP,
Villa TG. Virulence properties and entero-
toxsin production of Aeromonas strains iso-
lated from fish. Infect Immun 1988; 56(12):



Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(2), 137-141, 2018 Fulya OCAK

3285-93.

10. Sechi LA, Deriu A, Falchi MP, Fadda G,
Zanetti S. Distribution of virulence genes in
Aeromonas sp. isolated from Sardinian wa-
ters and from patients with diarrhoea. J Appl
Microbiol 2002; 92(2): 221-7.

11. Seethalakshmi |, Subashkumar R, Saminan-
than P. Distribution of putative virulance
genes in Aeromonas hydrophila and Aer-
omonas salmonicida isolated from marketed
fish samples. J Fish Aquat Sci 2008; 3(2)
145-51.

12. Stratev D, Odeyemi OA. Antimicrobial re-
sistance of Aeromonas hydrophila isolated
from different food sources: A mini-review. J
Infect Public Health 2016; 9(5): 535-44.

13. Praveen K, Debnath H, Shekhar S, Dalai N,
Ganguly S. Incidence of Aeromonas spp.
infection in fish and chicken meat and its
related public health hazard: A review. Vet
World 2016; 9(1): 6-11.

14. Topgu S. Ankara’da satisa sunulan déner
kebap c¢esitlerinden L. monocyfogenes
S.aureus A. hydrophila izolasyonu ve gesitli
antibiyotik direnglilikleri Yiksek Lisans Tezi,
Gazi U. Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara
2003; p. 1-40.

Corresponding Author:

Asst. Prof. Dr. Fulya OCAK
Manisa Celal Bayar University,
Faculty of Science and Letters
Manisa-TURKEY

Tel: +90 236 2013281/3281
E-mail: fulyaocak@hotmail.com

141






ERCIYES UNIVERSITESi VETERINER FAKULTESIiI DERGISI
Journal of Faculty of Veterinary Medicine, Erciyes University

Arastirma Makalesi / Research Article
15(2), 142-147, 2018

The Effect of Thyme Essential Oil Added to Quail Diets on Antioxidative
Metabolism in Breast Meat

Recep GUMUS', Nazli ERCAN?, Halit iMiK?

'University of Cumhuriyet, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Animal Nutrition and
Nutritional Disorders, Sivas- TURKEY
University of Cumhuriyet, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Biochemistry
Sivas- TURKEY
® University of Ataturk, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Animal Nutrition and Nutritional
Disorders, Erzurum-TURKEY.

Summary: This study was conducted to determine the effect of diets containing different levels of thyme essential oil
(Thymus vulgaris) on antioxidative metabolism in breast meat of quails. A total of 200 sixteen-day-old Japanese quails
(Coturnix coturnix japonica) were used in this study. Animals were divided into four groups with five replicates of 10
animals each; control group was fed only basal diet but 150, 300 and 450 mg/kg thyme essential oil were added to diet
of groups thyme 1, thyme 2 and thyme 3, respectively. At the end of the study, ten quails were selected randomly from
every group and decapitated. The analyses were made on their breast meat. In thyme groups, glutathione peroxidase
(GSH-Px) activity was significantly higher than the control group (P<0.05). However, the superoxide dismutase (SOD)
activity was significantly higher only in group thyme 2 (P<0.05). It was determined that the level of malondialdehyde
(MDA) decreased in the thyme 1 and thyme 3 groups (P<0.05). Among all groups, catalase (CAT) activity did not differ.
In conclusion, thyme essential oil had a significant effect on the antioxidant metabolism in breast meat.

Key words: Antioxidant metabolism, breast meat, quail, thyme essential oil

Bildircin Rasyonlarina Katilan Kekik Esansiyel Yaginin Gégiis Etinde Antioksidan Metabolizma Uzerine Etkisi
Ozet: Bu calismada, bildircin rasyonuna katilan farkli miktarlardaki kekik esansiyel yaginin gégiis etinde antioksidan
metabolizma Uzerine etkisi arastirildi. Calismada toplam 200 adet 16 glinlik yasta Japon bildircini (Coturnix coturnix
Japonica) kullanildi. Hayvanlar, kontrol, kekik 1, kekik 2 ve kekik 3 olmak lzere dért gruba, her grup ta her birinde 10
hayvan olacak sekilde bes alt gruba ayrildi. Gruplara sirasiyla bazal rasyona ilave olarak 0, 150, 300 ve 450 mg/kg
kekik esansiyel yagi katildi. Calismanin sonunda her gruptan rastgele segilen 10 adet bildircin kesilerek gégus etinde
analiz yapildi. Kekik esansiyel yagi uygulanan gruplarda Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi kontrol grubuna
goére 6nemli oranda ylksek bulundu (P<0.05). Siperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin sadece kekik 2 grubunda
yiksek oldugu belirlendi (P<0.05). Malondialdehit (MDA) seviyesinin kekik 1 ve kekik 3 gruplarinda énemli oranda
azaldigi belirlendi (P<0.05). Gruplar arasinda katalaz (CAT) aktivitesi yoniinden fark bulunmadi. Sonug olarak kekik
esansiyel yaginin goégus etinde antioksidan metabolizma lGizerine 6nemli etkisinin oldugu goruldu.

Anahtar kelimeler: Antioksidan metabolizma, bildircin, gégis eti, kekik esansiyel yagi

Introduction

Upon surfacing the fact that synthetic additives
used as feed preservation have harmful effects,
natural additives have gained popularity in re-
cent years (13). It was discovered that the es-
sential oils and extracts of the plants prevent

the microorganism that cause diseases from
residing in the digestion systems in addition to
increasing the effects of the digestive enzymes
and strengthening the antioxidant metabolism
(19). One of the above mentioned natural/herbal
additives is thyme plant which and whose prod-
ucts can be used as feed additives in feeding
animals (9,19).

Thymus vulgaris belongs to the Lamiaceae fam-
ily and has plenty of phenolic components pri-
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marily thymol and carvacrol with antioxidant
activities (8). It was revealed that these compo-
nents manifest their antioxidant effect by elimi-
nating free radicals and preventing the for-
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mation of chelates formed by metal ions (14).
The study carried out showed that thyme essen-
tial oil significantly decreases lipid oxidation in
meat (24). Thyme was also found out to have
various biological effects such as antibacterial,
anti-inflammatory and immunity booster in addi-
tion to its antioxidant effects (6).

In this study, the effects of thyme essential oil
which is added to quail ration at different
amounts upon the malondialdehyde (MDA) lev-
els, a lipid peroxidation product, as well as upon
catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD),
glutathione peroxidase (GSH-Px), the antioxi-
dant metabolism enzymes were investigated.
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13.02.2015. The animals were hosted in Cum-
huriyet University Faculty of Veterinary Medicine
Department of Research and Implementation
throughout their feeding trial period which lasted
35 days. Two hundred Japanese quail (Coturnix
coturnix japonica) of 16 days old were used as
the materials of the study. The study was de-
signed to consist of four groups as control,
thyme 1, thyme 2 and thyme 3. In addition to
basal ration, the groups were given 0,150,300
and 450 m%/kg thyme essential oil respectively
(Thyme oil”, Ciftcizade Herbal Products Ltd.
Antalya/Turkey) (Table 1).

Each group was divided into five subgroups

Table 1. Formulation and analysis of the basal diet (%)

Contents Groups
Control Thyme1 Thyme2 Thyme3
Maize 58.740 58.740 58.740 58.740
Maize gluten 20.000 20.000 20.000 20.000
Wheat bran 7.000 6.985 6.970 6.955
Soybean oil 3.720 3.720 3.720 3.720
Soybean meal 7.140 7.140 7.140 7.140
Calcium carbonate 1.230 1.230 1.230 1.230
Dicalcium phosphate 0.910 0.910 0.910 0.910
L-lysine 0.420 0.420 0.420 0.420
Sodium chloride 0.270 0.270 0.270 0.270
Vitamin-mineral premix** 0.200 0.200 0.200 0.200
Toxin binder 0.100 0.100 0.100 0.100
Coccidiostat 0.100 0.100 0.100 0.100
Sodium bicarbonate 0.090 0.090 0.090 0.090
DL-Methionine 0.050 0.050 0.050 0.050
Phyzyme XP TPT 0.030 0.030 0.030 0.030
Thyme oil* - 0.015 0.030 0.045
Calculated nutrient contents

'li"‘itabo”sab'e energy (MJ/ 13.400 13.400 13.400 13.400
Cgrude protein % 21.000 21.000 21.000 21.000

*the thyme essential oil was added in place of wheat bran.

**the vitamin-mineral premix provides the following (per kg): all-rac-a-tocopherol acetate 1.25 mg; all-transretinyl acetate 1.8
mg; thiamine (thiamine mononitrate) 1.1 mg; menadione sodium bisulphate 1.1 mg; Ca-pantothenate 10 mg; vitamin B12 0.02
mg; choline chloride 175 mg; niacin 35 mg; manganese (from manganese oxide) 40 mg; vitamin B6 2.2 mg; folic acid 0.55 mg;
iron (from iron sulphate) 12.5 mg; iodine (from potassium lodide) 0.3 mg; copper (from copper sulphate) 3.5 mg; riboflavin 4.4
mg; d-biotin 0.1 mg; zinc (from zinc oxide) 25 mg; selenium (from sodium selenite) 0.15 mg.

Material and Method

Animals, trial design and feed

This study was carried out with the permission
of Cumhuriyet University, Animal Experiments
Local Ethics Board numbered 15 and dated
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(with 10 quails in each subgroup). Each sub-
group was hosted in cages with 100x45x20 cm
sizes. Feed and water were provided ad libitum.
Throughout the study animals were provided
with thermal comfort (24°C) and 23 hours of
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lightness and 1 hour of darkness daily. The
rations of the animals were formulized in com-
pliance with the national research council (16)
recommendations and chemical analysis were
carried out in line with official methods of analy-
sis (3).

Biochemical analysis

At the end of the experiment (age 51 days), 10
randomly selected quails from each group were
cut in the appropriate medium and the breast
meats was removed. The breast meats were
homogenized using liquid nitrogen and homoge-
nization buffer was added after the liquid nitro-
gen flow was expected. The samples were ho-
mogenized via a tissue homogenizer
(Bioprep24, Allsheng). The homogenized sam-
ples were centrifuged prior to 2500 g for 10 min
+4°C and then for 12 min at 20.000 g +4°C of
supernatant. The supernatant was then stored
at -80°C until the day of the biochemical analy-
sis.

1. Determination of lipid peroxidation (LP) by
MDA

For measuring MDA levels, the method put for-
ward as described (25) was used. Dilutions in
amount of 10,5,2.5,1.25 and 0.625 ymol/L were
prepared out of 20 umol/L standard solution.
Samples amount of 0.5 mL were put into test
tubes while 0.5 standard dilutions were put into
standard tubes. Amount of 3 mL of TCA of 20%
was added into blank tube while for other tubes
this amount was 2.5 mL. Upon adding 1 ml of
TBA into each tubes, the tubes were closed and
incubated for 30 minutes in water baths of 95°C.
After the incubation all the tubes were cooled in
ice bath and then centrifuged at 3000 rpm for 10
minutes with 4 ml n-butanol added into each. N-
butanol layer absorbance was seen in 535 nm.
2. Determination of SOD activity

The method developed as described was used
for the determination of superoxide dismutase
(SOD) activity in the meats taken from the
quails (23). The principle of the method, is to
compose formazan by reducing the colorants,
such as nitro blue tetrazolium (NBT), that are
formed during the oxidation of xanthine oxidase
(XO) with xanthine. At the presence of SOD,
which allows the dismutation of superoxide ani-
on's to H,O, by consuming the O, produced by
XO reaction, the amount of O, that would react
with NBT will decrease and the formation of
formazan would be prevented. SOD activity of a
reaction catalyzed by XO was measured de-
pending on the degree of inhibition of NBT re-
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duction. The formed NBT is based on the spec-
trophotometric measure of the absorbance of
the color at 560 nm.

3. Determination of CAT activity

Catalase activity was calculated using method
as described (1). Amount of 50 mM phosphate
buffer with pH 7.0 was prepared; also 30 mM
hydrogen peroxide solution was prepared. And
then 1mL H,O, was added to 2 mL sample
whereas 1mL phosphate buffer was added to
the formed solution and measurements were
made at 230 nm.

4. Determination of GSH-Px activity
Glutathione is a chemical substance with tripep-
tide structure and it is mostly found in animals.
Glutathione is an important molecule that acts
as an electron donor for enzyme glutathione
peroxidase, which is used in the detoxification
of harmful molecules in biochemical metabo-
lism. Catalytic activity detection was performed
according to the method (17). The decrease of
NADPH’s absorbance was monitored at 340 nm
and determined kinetically.

Statistical analysis

The output data were evaluated by using SPSS
20 statistical package program (22). In order to
identify whether there is a statistical difference
or not between antioxidant parameter data, one-
way analysis of variance (ANOVA) was made.
For paired comparisons Duncan’s multiple
range test was applied (P<0.05).

Results

The analyses were made on their breast meat.
In thyme groups, GSH-Px activity was signifi-
cantly higher than the group of control (P<0.05).
However, the SOD activity was significantly
higher in only group thyme 2 (P<0.05). It was
determined that the level of MDA decreased in
the thyme 1 and thyme 3 groups (P<0.05). The
all groups did not differ for CAT activity (Table
2).

Discussion and Conclusion

So far synthetic antioxidants have been used as
preservers in feed industry; yet with the recent
developments showing the harmful effects of
those, natural agents/products have started to
appear on shelves. It was stated that there is a
positive relation between the phenolic com-
pounds within the plants used for this purpose
and antioxidant activity and that polyphenol
compounds that thyme plant includes prevent
the formation of free radicals (24).

Superoxide radical is one of the free radicals
mostly responsible from the oxidative damage

144



The effect of thyme on antioxidants in meat...

Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(2), 142-147, 2018

Table 2. The effects of thyme essential oil in quail ration on antioxidant metabolism in breast meat

Parameters Groups p Val-
Control Thyme 1 Thyme 2 Thyme 3 ue
SOD, U/g pro 69.309+2.71°  73.182+1.24®°  77.227+1.82°  72.346+1.84*  0.032
GSH-Px, U/gpro  40.318+11.76° 120.079+25.67° 161.111£33.22° 171.27+33.23° 0.021
CAT, U/mg pro 0.066+0.01 0.059+0.02 0.040+0.01 0.058+0.02  0.642
MDA nmol/g 12.69+2.27° 6.90+0.68" 8.22+1.97%° 5.87+0.82° 0.030

All values are given as mean + standard error of mean (SEM), ns: not significant (p>0.05).

ab: A letter in the same line means significantly different (*: p<0.05),

Control: basal ration alone, thyme1: basal ration+150 mg/kg of thyme essential oil, thyme 2: basal ration+300 mg/kg of
thyme essential oil, thyme 3: basal ration+450 mg/kg of thyme essential oil. CAT; catalase, SOD; superoxide dismutase,

GSH-Px; glutathione peroxidase, MDA; malondialdehyde

and SOD enzyme catalyzes this radical to con-
vert into hydrogen peroxide and molecular oxy-
gen (7). It was highlighted that under various
stress conditions radical formation is accelerat-
ed and thus SOD activity might be more effec-
tive in fending these radicals off the environ-
ment (4,21). This study found out that the thyme
essential oil of 300 mg/kg added to the ration
increased SOD activity, while other dosages did
not have any such effect. Similarly, it was also
stated that thymol+carvacrol in 60, 100 and 200
mg/kg dosages did not have any effect upon the
SOD activity in thigh and breast meat (12).
Gumius et al. (10) reported that essential oil at
doses of 100, 300 and 450 mg/kg increased the
activity of SOD in quail the liver, but not for se-
rum levels (10). In this study, only 300 mg/kg
dose significantly increased SOD activity and
but doses of 150 and 450 mg/kg because of like
low dose of thyme essential oil to high level of
essential oil did not have the positive effect.

Glutathione, consisting an important part of the
antioxidant defense system is the substrate of
the GSH-Px enzyme and the changes in GSH
level under oxidative stress were suggested to
have an effect upon this enzyme (11). The stud-
ies carried out on broiler revealed that thymol
and carvacrol positively affect the GSH-Px activ-
ity in serum under oxidative stress (20). This
study also put forward that 150, 300 and 450
mg/kg thyme essential oil significantly increased
the activity of GSH-Px enzyme in breast meat
when compared to the control group. In addition
to these results, 200 and 400 mg/kg thymol
added onto broiler rations were discovered to
raise GSH levels both in thigh and breast meats
significantly (26). In their studies on broiler
Hashemipour et al. (12) also reported that thy-
mol+carvacrol added into ration increased GSH-
Px activity in thigh meat yet had no effect upon
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breast meat (12).

Lipid peroxidation is a reaction process which
starts with the oxidation of poly unsaturated fat-
ty acids with radicals and continues with auto-
catalytic chain reactions causing overall dam-
age in most biological structures (5). One of the
most outstanding results of this study is that in
thyme1 and thyme2 groups intervened with
thyme essential oil, MDA level which is a marker
of lipid peroxidation significantly decreased
when compared with the control group. Gimus
et al (9) reported that oregano essential oil at
doses of 200 and 400 mg/kg significantly re-
duced the level of LPO in the muscles but only
lowered the level of LPO 200 mg/kg in serum
levels and that 400 mg/ kg dose didn’t differ of
LPO. Similar to these results, in this study it can
be said that statistically not affecting the MDA
level of 300 mg/kg thyme essential oil dose alt-
hough in a numerical lower. It may be due to the
fact that there is no linear ratio between the ef-
fect and doses of thyme essential oil applied.
Another study (26) affirmed that 200 and 400
mg/kg thymol added to the ration decreased the
MDA levels significantly in breast and thigh
meats. Similarly, thyme powder of 0.5% dosage
added to the broiler ration was found to de-
crease the MDA level in thigh meat significantly
(18). On the other hand, it was also found out
that thymol+carvacrol of 60,100 and 200mg/kg
added to the broiler ration did not have any ef-
fect upon the MDA levels in thigh and breast
meats (12); for rabbits 3% of thyme powder
added to the ration did not have any effect upon
the MDA levels in plasma (15).

Catalase is an enzyme which can be found in all
live cell types at different concentrations with
antioxidant effect and it breaks the hydrogen
peroxide of free radicals down into molecular
oxygen and water (2). Studies carried out on



Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(2), 142-147, 2018

lambs proved that oregano essential oil added
to the ration significantly increased CAT activity
in liver and meat tissues (9). Contrary to these
findings, this study found no effect of thyme es-
sential oil added to the ration upon CAT enzyme
activity.
To conclude, thyme essential oil added to the
quail ration was shown to have a clear effect
upon GSH-Px enzyme which has an active role
on the metabolism and to have a limited effect
upon SOD while having no effect upon CAT
activity at all. Thyme essential oil was also seen
to have effects upon antioxidant enzymes and
significantly decreased MDA level, marker of
the oxidation in the meats. The results of this
study can contribute to further studies in show-
ing that thyme essential oil has clear effects
upon antioxidant metabolism.
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Yabani ve Evcil Hayvanlarin Neden Oldugu Cerrahi Problemlerin Degerlendirilmesi Uzerine
Retrospektif Bir Calisma

Basak KURT
Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Cerrahi Anabilim Dali, Kars, TURKIYE

Ozet: Bu retrospektif calismada 6 yillik periyotta (2012-2018) Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Cerrahi Klinigine
getirilmis olan hastalarda, yabani ve evcil hayvanlarin neden oldugu cerrahi problemlerin degerlendiriimesi amaglandi.
Bu stre igerisinde kliniklerimize getirilen 4239 hastanin 159’'unda hayvan saldirilari sonucu olusmus cerrahi problem
belirlendi. Olgularin 75’ blyilik ruminant, 67’si karnivor, 9'u at ve 8'i kiiglik ruminant idi. Olgularin 68’i képek I1singi, 53’u
boynuz darbesi, 12’si yavrunun Uzerine basma, 12’si kurt saldirisi, 5'i at 1sirigi, 4’ yilan sokmasi, 2’si gifte darbesi, 1’i
asima bagl travma, 1'i ayl ve 1’i sansar saldirisiydi. Hastalik tanisi konulduktan sonra probleme yoénelik sagaltimlari
yapilan hayvanlarin 135’i iyilestirildi, 19'u kesime sevk edildi, 3'inde 6tenazi ve 2’sinde amputasyon gergeklestirildi.
Sonug olarak hayvanlar, diger hayvanlarin saldirilarindan zarar géormekte, daha ¢ok kendi tirleri ve hemcinsleri tarafin-
dan travmaya ugratiimaktadirlar. Ozellikle giftlik hayvanlarinda rastlanan olgularin énlenmesi igin boynuz kdreltmenin
zamaninda yapilmasi ve barinak sartlarinin diizenlenmesi konusunda hayvan sahipleri bilinglendirilmelidir. Sahipsiz
hayvanlara barinak saglanmali, populasyon kontrol altinda tutulmali, evcil ve yabani hayvanlarin yasam alanlari birbi-
rinden ayrilmaldir.

Anahtar kelimeler: Boynuz darbesi, gifte darbesi, 1sirik, kopek, kurt

A Retrospective Study to Evaluate Surgical Injuries Caused by Wild and Domestic Animals
Summary: This retrospective study reviewed surgical injuries caused by wild and domestic animal attacks in animals
admitted to the Surgery Department, Faculty of Veterinary Medicine, Kafkas University in six years (2012-2018). A total
of 4239 animals were examined and diagnosed animal-related injuries in 159 of them (75 large ruminants, 67 carni-
vores, 9 horses and 8 small ruminants). Sixty-eight animals suffered from dog bites, 53 animals from horn gores, 12
animals from traumas as a result of being stepped on, 12 animals from wolf bites, 5 animals from horse bites, 4 ani-
mals from snake bites, 2 animals from kicks, 1 animal from mating injury, 1 animal from bear and 1 animal from weasel
attack. After the diagnosis, the animals were treated. 135 of treated animals were healed, 19 were slaughtered, 3 were
euthanized and 2 were amputated. In conclusion; animals are vulnerable to attacks of other animals and most of them
are subjected to traumas by their own sex and species. The owners should be educated about dehorning and the im-
provement of shelters for the prevention of these cases especially in farm animals. The stray animals should be provid-
ed shelter and population of them should be kept under control. The habitats of domestic and wild animals should be
separated from each other.

Key words: Bite, dog, horn gore, kick, wolf

Giris ya da Olumler ile karsilasilabilmektedir.

Evcil hayvanlara, gerek yabani gerekse diger
evcil hayvanlar tarafindan gercgeklestirilen saldi-
rilar ile ilgili olgular azimsanmayacak kadar ¢ok-
tur. Yabani hayvanlarin neden oldugu saldirilar
daha ¢ok gida arayigi ve yagsam alanlarinin ihlal
edilmesi durumunda meydana gelmektedir. Ev-
cil hayvanlar ise rekabete bagl ya da savunma
davranigi olarak kendi tlrlerine ve diger evcil
hayvanlara zarar verebilmektedirler. Bu saldiri-
lar sonucunda hafif veya siddetli yaralanmalar
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Kabul Tarihi/Accepted Date  : 18.05.2018

Veteriner kliniklerine getirilen kedi ve kdpekler-
de en fazla karsilagilan olgularin isirik yaralari
oldugu bildirilmistir (12). Kedilerde en yaygin
ikinci, kopeklerde ise uglncl travma nedeni
olarak goérilen isirik yaralarinin kedilerde rast-
lanma orani %15 iken kopeklerde %10 olarak
belirlenmistir (10). Isirik yaralari, minér travma-
lardan (deri lezyonlari) komplike yaralara (derin
doku ve organ yaralanmalari) kadar genis bir
yelpazede cerrahi problemlere yol acar. Ozellik-
le digler araciligiyla bakterilerin derin dokulara
tasinmasi agisindan bu tip travmalar buyudk
Onem tagimaktadir (12). Evcil hayvanlar igerisin-

148



Hayvanlarin neden oldugu cerrahi problemler...

de farkh tirlerin birbirlerine vermis olduklari za-
rarlar daha ¢ok kopekler tarafindan gergeklesti-
rilse de diger tirlerde de bu durum goézlemlen-
mektedir. Sigirlar boynuzlari ile ¢gevreden gelen
tehditleri uzaklastirmaya calisirken etrafindaki
canllara zarar verebilmektedirler. Boynuz dar-
belerine bagl olarak kontlizyon, kas veya i¢
organ yaralanmalari ve fitiklar olugabilmektedir
(11,14). Bu nedenle erken yaslarda boynuz ko-
reltme ¢ogu isletmede rutin olarak tercih edilen
bir uygulamadir (16).

Buzagilarda dogum sonrasinda, yavrularin ayri
bir bélime yerlestiriimemeleri sonucu ahirdaki
diger hayvanlarin tekme darbeleri veya annenin
yavrunun Uzerine basmasi ekstremite kiriklari-
nin baslica sebeplerindendir. Dogum sonrasi
travmalar, buzagilarda karsilasilan kirik olgulari-
nin yaklasik %25'inin etiyolojisinde rol oynamak-
tadir (2,6).

Atlar oldukga sosyal hayvanlar olduklarindan
gerek ciftliklerde gerekse dogada serbest olarak
diger atlarla siirekli iletisim halindedirler. Ozellik-
le sliri halinde yasayan ve barinakta yetistirilen
atlarda hiyerarsiye bagli olarak, serbest gezen
atlarda su ve gida rekabeti ya da kendisini koru-
ma amaciyla, taylarda ise oyun oynama esna-
sinda i1sirma ve gifte atma davraniglarina rast-
lanmaktadir (7). Cifte darbeleri genellikle kirik-
lar, i1siriklar ise kontiizyon ve agik yaralarin se-
killenmesiyle sonuclanir (9).

Yabani hayvanlar, insanlarin yasam alanlarinin
yakinlarinda bulunduklarinda, evcil hayvanlar
igin tehdit olusturmaya basglarlar. Ozellikle nesli
tukenmekte olan yaban hayvanlarini koruma
galismalari kapsaminda bu hayvanlarin sayilari
artmakta, ormanlik ve daghk bdlgede yasayan
insanlar ve evcil hayvanlar igin tehlike arz et-
mektedirler. Kurtlar insanlarin yasadigi alanlara
kolaylikla adapte olduklarindan bu tip karsilas-
malarin riski daha yiksektir (15). Ayilarin diger
canlhlarla direkt olarak karsilasmadiklari strece
saldirmadiklar bilinmektedir. Evcil hayvanlara
yonelik ayi saldirilari genellikle daglik alanlarda
bulunan barinaklara gergeklestirilen beslenme
amagli saldinlardir. Bir ¢alismada bu saldirilar
sonucunda meydana gelen 6lim oranlari tavuk
ve domuzlarda %100, koyunlarda %66.66 ve
sigirlarda %87.50 olarak belirlenmistir (5). Evcil
hayvanlarda yilan sokmasina bagl yaralanma-
lara ise oldukga sik rastlanmaktadir. Ciftlik hay-
vanlarinda Ozellikle mera mevsiminde gorilen
bu saldirilarda hayvanlarin ugradig! zararin cid-
diyeti, yilanin zehirli olup olmamasina ve zehrin
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yapisina gore degisiklik gostermektedir (4).

Bu kapsamda, calismamizda cerrahi klinigine
getirilen hastalarda yabani ve evcil hayvanlarin
neden oldugu problemlerin saptanmasi, tedavi
secgeneklerinin belirlenmesi ve alinmasi gereken
Onlemlerin ortaya konulmasi amaglanmistir.
Gereg ve Yontem

Calisma materyalini, Kafkas Universitesi Veteri-
ner Fakiltesi Cerrahi Klinigi'ne 01.01.2012 —
01.01.2018 tarihleri arasinda getirilen hastalar
olusturdu. Alinan anamnez bilgileri ve yapilan
klinik muayeneler sonucu, evcil ve yabani hay-
vanlarin saldirilarina bagh olarak olugsmus trav-
ma tanisi konulan toplam 159 hasta degerlen-
dirmeye alindi.

Travma tanisi konulan hastalarin gerekli tedavi
ve cerrahi mudahaleleri gergeklestirildi.
Bulgular

S6z konusu tarihler arasinda kliniklerimize top-
lam 4239 hasta hayvan getiriimis ve bunlarin
159’unda (%3.75) hayvan saldirilari sonucu
olusmus travmatik olgu saptanmistir.

Olgularin 75’ini (%47.16) blyuk ruminantlar (40
inek, 19 buzagi, 9 dana, 7 boga), 67’sini (%
42.13) karnivorlar (58 kopek, 9 kedi), Q'unu (%
5.66) at ve 8'ini (%5.03) kiglk ruminantlar (4
koyun, 2 kuzu, 2 oglak) olusturdu. Hastalarin
68’i kopek 1singi, 53’0 boynuz darbesi, 12’si
yavrusunun Uzerine basma, 12’si kurt saldirisi,
5'i at 1sin@i, 4’0 yilan sokmasi, 2’si ¢ifte darbesi,
1’i asima bagli travma, 1’i ay1 ve 1’i sansar sal-
dirisina maruz kalmisti.

Yapilan muayeneler sonucunda travma tanisi
konulan olgular ve yuzdeleri Sekil 1’de, travma-
ya maruz kalan hayvan turleri ve yuzdeleri Sekil
2'de sunulmustur.

40 inekteki hasarin 37’sinin yine baska bir inek
tarafindan, 1’inin boga, diger 2’sinin ise yilan
sokmasi sonucu olusturuldugu égrenildi. inekle-
rin neden oldugu 37 olgunun tamaminin boynuz
darbesine bagli olarak gerceklestigi bilgisi alin-
di. Boganin neden oldugu 1 olguyu asim sira-
sinda meydana gelen yumusak doku travmasi
olusturdu. Bu olaylar sonucunda yapilan mua-
yenelerde 24 abdominal fitik, 9 kolleksiyo-sero-
sanguin, 3 yumusak doku travmasi, 1 rumen
fistlli ve 1 ekzoftalmus olgusuna rastlandi. Ab-
dominal fitik olgularinin 12'sinde operatif tedavi
gerceklestirildi. Diger 12 olguda ise fitik gecidi-
nin blyukligu ve hasta sahiplerinin istekleri dik-
kate alinarak hayvanlar kesime sevk edildi. Kol-
leksiyo-sero-sanguin olgularinda rutin tedavi
uygulandi. Ekzoftalmus olgusunda hasta kesi-
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me sevk edildi. Yumugak doku travmasi ve yilan
sokmasi ile ilgili olgularda ise medikal tedavi
gerceklestirildi.

Buzagilarda meydana gelen problemlerin 14’G-
nin inekler, 3’Unun kurtlar, 1’inin at ve 1’inin
kopek tarafindan olusturuldugu dgrenildi. inekle-
rin neden oldugu 8 olgunun, yetiskin sigirlarin
buzaginin Ustine basmasi sonucu, 6 olgunun
ise boynuz darbesi sonucu gerceklestigi bilgisi
alindi. Basma sonucu oluganlarda kirik, boynuz
darbesi sonucunda olusanlarda ise yumusak
doku travmasi tanisi konuldu. Kiriklarda duru-
muna goére bandaj veya operatif osteosentez
tekniklerinden faydalanilirken, yumusak doku
travmalarinda rutin tedavi gercgeklestirildi. Kurt
ve kopek saldinlari sonucu olugan yaralarda
acik yara sagaltimi uygulandi. At ciftesine bagli
olarak geligsen 1 tortikollis olgusunda medikal ve
fizik tedavi uygulamalari yapildi.

Danalardaki travmalarin, 5'inin sigirlar (4 inek, 1
boga) ve 4’Unln ise kurtlar tarafindan olusturul-
dugu belirlendi. ineklerin boynuz darbesi sonu-
cu neden oldugu 4 olgunun 3’Unde kolleksiyo-
sero-sanguin, 71’inde ise abdominal fitik tanisi
konuldu. Boganin neden oldugu olguda; hayva-
nin, dananin Uzerine atlamasi sonucu femurda
kirik sekillendigi belirlendi. Kurt saldirilarina
bagh olarak tim olgularda agik yaralara rastlan-
di. Olgularin tamaminda yukarida bahsedildigi
gibi uygun sagaltim yéntemlerinden yararlanildi.
Bogalardaki olgularin 5’inin hemcinsleri tarafin-
dan, 1’inin kurt ve 71’inin ise yilan tarafindan
olusturuldugu belirlendi. Hemcinslerin neden
oldugu olgularin boynuzla vurma sonucu olustu-
gu bilgisi alindi. Bu olgularin klinik muayenesin-
de 4'Une abdominal fitik, 1'ine ise kolleksiyo-
sero-sanguin tanisi konuldu. Kurt saldirisi olgu-
sunda agik yara tedavisi, yilan sokmasinda ise
medikal tedavi uygulandi.

Kopeklerdeki olgularin 56’'sina diger kopekler,
T’ine ay1 ve 1’ine de yilanin neden oldudu bilgisi
alindi. Klinik muayenede tim olgularda acik
yara sekillendigi belirlendi. ihtiyag duyulan olgu-
larda dikis, digerlerinde acgik yara tedavisi uygu-
landi. Kedilerdeki olgularin 8ine kbpek, 1’ine ise
sansar saldirisinin neden oldugu bildirildi. Olgu-
larin 5’'inde acglk yara, 3’GUnde yumusak doku
travmasi ve 1’inde gangren tanisi konuldu. Agik
yara ve yumusak doku travmalari medikal ola-
rak tedavi edilirken, gangren sekillenen olguda
prognozun olumsuz olmasi nedeniyle hastanin
Otenazisi gerceklestirildi.

Atlarda olusan travmalarin 6’sina diger atlar,
3’Une kurtlarin sebep oldugu 6grenildi. Yapilan

Basak KURT

muayenelerde 7 olguda acik yara, 1 olguda fa-
lanks kirgi, 1 olguda ise abdominal fitik tanisi
konuldu. Kurt saldirisina ugramis olan hastalar-
da muhtelif yerlerde acik yaralar goruldi. Bu
olgularin sagaltimlarinda duruma uygun olarak
operasyon, bandaj ya da agik yara tedavisinden
faydalanildi.

KlguUk ruminantlarda karsilagilan travmatik olgu-
larda, baska koyunlar tarafindan Uzerine basil-
ma sonucunda 2 kuzudan birisinde evantrasyon
ve digerinde yumusgak doku travmasi, 2 oglak-
tan birisinde kirik digerinde ise yumusak doku
travmasi tespit edildi. Koyunlarin birinde kurt,
diger 3’Unde ise kopek saldirisi sonucu doku
kayipl yaralar goruldu. Hastalarin medikal ve
operatif tedavileri gerceklestirildi.
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Tartisma ve Sonug¢

Calismamizda; alti yillik sire igerisinde klinikle-
rimize getirilen 4239 hasta degderlendiriimis
olup, bu hastalarin 159’'unda diger hayvanlar
tarafindan meydana getirilen travmalara rastlan-
mistir. Hayvanlarin birbirine saldirmasi veya
savunma davraniglari sonucunda sekillenen
travmalar incelendiginde kdpek isiriklari ve sigir
boynuz darbeleri ile ylksek oranda karsilasildi-
gini gérmekteyiz.

Veteriner hekimlerin karsilastigi travmatik olgu-
larin yaklasik %10'luk kismi képek isiriklarina
bagli yaralardir. Yavru kdpekler daha ¢ok oyun
sirasinda heyecana bagh olarak, yetiskin kopek-
ler ise agresif mizaglarina, algiladiklari tehdide,
icinde bulunduklar rekabete veya aldiklari moti-
vasyona bagli olarak diger hayvanlari isirirlar
(17). Cahismamizda hayvanlarin neden oldugu
travmalarin %42.76’sin1 kopek isiriklari olustur-
makta, bu olgularin tamaminda agik yaralarin
meydana geldigi gorulmektedir. Karnivor isirik-
lari deri butdnligidnidn bozulmasina neden ol-
masinin yani sira diglerle derin dokulara enfek-
siyon etkenlerinin tagsinmasi ve kuduz gibi élim-
le sonuglanan hastaliklarin isirilan hayvana bu-
lastirlmasi nedeniyle tehlikeli penetran travma-
lar olarak bilinmektedirler (8). Bu galismada de-
gerlendirmeye alinan sure igerisinde hayvan
saldinlarina bagli kuduz olgusuna rastlanma-
mistir. Ancak kdpek isiriklarinin hayvanlarin
sebep oldugu diger travmalara gore daha yay-
gin olmasi ve bu yaralama olgularinin daha ¢ok
sahipsiz hayvanlar tarafindan gergeklestirildigi
bilgisinin alinmasi boélgede kontrolsiz Gremeye
isaret etmektedir.

Sigirlarin boynuzlarinin gesitli sekil ve blyUklik-
te yaralanmalara neden oldugu bilinmektedir.
Darbenin yonune ve derinligine gore bu yaralan-
malar kontlizyon ya da laserasyon seklinde ola-
bilecegi gibi perforasyon gelisen olgularda ya-
samsal 6nem arz etmektedir (3,14). Bu ¢alisma-
da boynuz darbelerine bagh travmalarin %
33.33’luk oranla hayvanlarin neden oldugu
problemler arasinda ikinci sirada geldigini gor-
mekteyiz. Bélgede blyukbas hayvan yetistiricili-
ginin yaygin olarak yapilmasi nedeniyle bu tip
travmalarin olusma riski ylksektir. Buna karsin
hayvan sahiplerinin boynuz koreltme konusun-
daki isteksizligi distndurtcidir. Al-Sobayil ve
ark. sigirlardaabdominal fittk nedenlerinden biri
olarak boynuz darbelerini géstermislerdir (1).
Nitekim calismamizda da boynuz darbelerine
bagh travmalar sonucunda en fazla rastlanan
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olgularin abdominal fitiklar oldugunu gérmekte-
yiz. Bu olgularin %50’si tedavi edilebilecek du-
rumda iken diger %50’lik kismin kesime sevk
edilmis olmasi ¢iftlik hayvanlarinda bu tip trav-
malarin neden oldugu ekonomik kayiplara iyi bir
ornektir.

Buzagi, kuzu ve oglaklarda, hayvanlarin barin-
diklari alanin sikisik ya da kaglk olmasi veya
annenin yavrusunu koruma iggudusiyle kontrol-
sz adimlar atmasinin yavruda gesitli travmatik
hasarlara neden oldugu bilinmektedir (13). Ca-
lismamizda da %7.54’lik oranda karsilasilan bu
olgular incelendiginde buzagilarin en ¢ok inekler
tarafindan travma aldigi ve bu travmalarin yari-
dan fazlasinin yavrunun Ustline basma sonucu
meydana geldigi goérulmektedir. Karsilagilan
olgularin bir kisminin tesadif eseri gergekles-
mis olmasi mimkiin olsa da sayica fazla olmasi
ahir sartlarinin dizenlenmesinin gerekliligine
dikkat cekmektedir.

Calismamizda %7.54’luk oranda kurtlar tarafin-
dan olusturulan 1siriklara bagh cerrahi olguya
rastlanmigtir. Bu hastalarin ¢ok ciddi zarar gor-
memis olmasi nedeniyle tedavileri basariyla
gerceklestiriimistir. Treves ve ark. ise yaptiklar
bir galismada 24 yillik stire igerisinde 377 evcil
hayvanin (sigir, tavuk, kdpek, geyik, koyun, hin-
di) kurt saldirisina maruz kaldig1 ve bu hayvan-
larin 358'inin 8ldugund bildirmiglerdir (15). Kurt
saldirllarina bagh ylksek 6lim orani dikkate
alindiginda yabani ve evcil hayvanlarin yasam
alanlarinin birbirinden ayrilmasi konusu Uzerin-
de ciddiyetle durulmasi gerektigi ortaya ¢ikmak-
tadir.

Calismamizda at isiriklarina bagh olarak mey-
dana gelen travmalara %3.14, c¢ifte darbelerine
bagh olarak meydana gelen travmalara ise %
1.25 oraninda rastlanmigtir. Atlarin bir arada
bulundugu alanlarin her zaman 1isirik ve gifte
darbeleri i¢in travma potansiyeli tagidigr bilin-
mektedir (9). Nitekim bu calismada da at isirik-
larina buyuk oranda yine atlarin maruz kaldigi
gOrulmektedir. Bu tip travmalar savunma veya
saldin amacgh gerceklestiriimis olabilecegi gibi
kazara da meydana gelebilmektedirler. Boélge-
mizde cirit igin yetistirilen safkan ve yerli atlar ve
bunlarin yani sira yazin is gliciinden faydalani-
lip kisin dogaya birakilan yilki atlari bulunmak-
tadir. Knubben ve ark. yaptiklari bir galismada
at ciftliklerinde barinak sisteminin degismesine
bagh olarak 1sirma ve ¢ifte atma davranislarinin
daha sik géraldagunu bildirmigler, bu durumu
grup ici hiyerarsi ve irka 6zgu barinak kosullari-
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nin saglanamamasi ile iligkilendirmislerdir (9).
Benzer sekilde, ¢alismamizda yer alan atlarin
gerek oyunlarda ekstra efor harcayarak stres
altinda kalmalari, gerekse zorlu iklim kosullarin-
da dogada verdikleri yagsam miuicadelesi sonu-
cunda birbirlerine zarar verebildikleri goériimek-
tedir.

Calismamizda %2.51 oraninda yilan, %0.62
oraninda ayl ve ayni oranda sansar saldirisi
sonucu sekillenen travmalarla karsilasiimistir.
Cesitli evcil ve yabani hayvan tarafindan saldiri-
ya maruz kalan toplam hasta sayisina bakildi-
ginda bu oranlar bdlgede yasayan, yasam alan-
lari ihlal edilen ya da gida sikintisi geken yabani
hayvan turleri hakkinda bilgi vermesi agisindan
Onem tasimaktadir. Benzer sekilde asima bagli
travmalarin (%0.62) nadir olarak sekillendigini
gbrmekteyiz. Bu tip olgularin sayica az da olsa
ornek teskil ederek koruyucu hekimlik ¢alisma-
larinda g6z 6ninde bulundurulmasi gerekmek-
tedir.

Sonug olarak; yapilan dederlendirme hayvanla-
rin daha ¢ok kendi tirleri ve hemcinsleri tarafin-
dan travmaya ugradiklarini géstermektedir. Te-
davi giderleri yoninden karsilagilan olgular de-
gerlendirildiginde o6nemli derecede ekonomik
kayip ortaya c¢ikmaktadir. Ciftlik hayvanlari igin
bu kayiplar ¢ok daha buyuktir. Sigircilik islet-
melerinde bu tur olgularin édnlenmesi i¢in 6zellik-
le boynuz koéreltmenin erken dénemlerde yapil-
masi ve ahir sartlarinin dizeltiimesi, at ciftlikle-
rinde ise barinak konforu ve hayvanlar arasin-
daki hiyerarsinin g6z ardi edilmemesi konusun-
da hayvan sahiplerine 6énerilerde bulunulmahdir.
Buzagdilari dogum sonrasi olugabilecek kazalar-
dan korunmak i¢in ahir igerisinde gerekli 6nlem-
ler ahinmalidir. Sahipsiz hayvanlarin gerek diger
evcil hayvanlardan gerekse yabani hayvanlar-
dan uzak tutulmasi amaciyla barinaklarda mu-
hafazasi saglanmali ve kontrolsiiz Gireme engel-
lenerek populasyon kontrol altinda tutulmahdir.
Yabani hayvanlari surilerden uzak tutmak igin
hayvancilik isletmelerinin etrafi ¢evrilmeli, hay-
vanlar meraya birakiliyorsa gin boyu otlatilip
gece barinaklara alinmalidir. Yabani hayvanla-
rin fazla sayida bulundugu bolgelerde Cevre ve
Orman Mudurlikleri ile ortak galigilarak yaban
hayat koridoru olusturulmali, evcil ve yabani
hayvanlarin yasam alanlari birbirinden ayrilmali-
dir.

Basak KURT

Kaynaklar

1. Al-Sobayil FA, Ahmed AF. Surgical treat-
ment for different forms of hernias in sheep
and goats. J VetSci2007;8: 185-191.

2. Arican M. Buzagi ekstremite kiriklarinda
sagaltim segenekleri. Turk Klinikleri J Vet
Sci — Special Topics 2015; 1(1): 98-106.

3. Braun U, Gerspach C, Stettler M, Grob D,
Sydler T. Rumen perforation caused by horn
injury in two cows. Acta Vet Scand 2016; 58
(5): 1-5.

4. Cihan M. Zehirli yaralar ve isiriklarda ilkyar-
dim ve ilk miidahale. Ozaydin I. ed. In: Ve-
teriner Acil Klinik. Erzurum: Eser Ofset Mat-
baacilik, 2004;pp. 310-315.

5. Dumitru LM, Stoian AC, Darie L, Ciobotaru
E. Brown bear maulings on domestic ani-
mals in Romania-preliminary study. Scienti-
fic Papers, Series D, Anim Sci 2017; 60:
343-347.

6. Durmus AS, Karabulut E, Sagliyan A. Yeni-
dogan bir buzagida suprakondilerfemur
kirgr olgusu ve operatif sagaltimi. FU Sag
Bil Vet Derg 2009; 23(2): 119-122.

7. Feh C. Relationships and communications
in socially natural horse herds. Mills DS,
McDonnell SM. eds. In: The Domestic Hor-
se: The Origins, Development and Manage-
ment of Its Behaviour. Cambridge: Cambrid-
ge University Press, 2005;pp. 83-93.

8. Hampson K, Dushoff J, Cleaveland S, Hay-
don DT, Kaare M, Packer C, Dobson A.
Transmission Dynamics and prospects for
the elimination of canine rabies. PLos Biol
2009; 7(3): 462-471.

9. Knubben JM, First A, Gygax L, Stauffacher
M. Bite and kick injuries in horses: Prevalen-
ce, risk factors and prevention. Equine Vet J
2008; 40(3): 219-223.

10. Kolata RJ, Kraut NH,Johnston DE. Patterns
of trauma in urban dogsandcats: A study of
1000 cases. J Am Vet Med Assoc 1974;
164: 499-502.

11. Onoja Il, Mshelia WP, Usman B, Andrew
AA, Sambo WK, Muhammad ST, Ocheja
BO, Awai DE. Severe horn-gore injury in a 5
-year-old Bunaji bull and a 10-month-old
Yankasa ram- lamb: Case reports. Sokoto J
Vet Sci 2011; 9(1): 43-45.

12. Shamir MH, Leisner S, Klement E, Gonen
E, Johnston DE. Dog bite wounds in dogs
and cats: A retrospective study of 196 ca-
ses. J Vet Med 2002; 49: 107-112.

152



Hayvanlarin neden oldugu cerrahi problemler...

13.

14.

15.

16.

17.

Thomas HS. 2015. How to treat leg fractu-
res in young calves. http://
www.beefmagazine.com/health/how-treat-
leg-fractures-young-calves  Erigsim tarihi:
08.01.2018.

Tijjani AN, Muhammad AS, Mohammed K,
Abba Y, Chung ELT, Adamu L, Osman AY,
Saharee AA, Lila MAM, Haron AW, Abdul-
lah FJ. Management o horn gore injury and
urticaria in a dairycow: A casereport. J Adv
Vet Anim Res 2015; 2(3): 366-368.

Treves A, Jurewicz RR, Naughton-Treves L,
Rose RA, Willging RC, Wydeven AP. Wolf
depredation on domestic animals in Wiscon-
sin, 1976-2000. Wildl Soc Bull 2002; 30(1):
231-241.

Whay HR, Main DCJ.Improving AnimalWel-
fare: Practical Approaches for Achieving
Change. Grandin T. ed. In: Improving Ani-
mal Welfare. Cambridge: Cambridge Uni-
versity Press, 2010; pp. 227-251.

Yuill C. 2017. Bite wounds in dogs. https://
vcahospitals.com/know-your-pet/bite-
wounds-in-dogs Erisim tarihi:10.01.2018.

Sorumlu Yazar:

Dr. Ogr. Uyesi Basak KURT
Kafkas Universitesi

Veteriner Fakiiltesi

Cerrahi Anabilim Dali
Kars-TURKIYE

E-posta: basakyakin@hotmail.com

153

Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(2), 148-153, 2018



ERCIYES UNIVERSITESi VETERINER FAKULTESIiI DERGISI
Journal of Faculty of Veterinary Medicine, Erciyes University

Derleme / Review
15(2), 154-160, 2018

Ters Zoonotik Viral Enfeksiyonlar
Cineyt TAMER, Semra GUMUSOVA

Ondokuz Mayis Universitesi, Veteriner Fakdiltesi, Viroloji Anabilim Dali, Samsun-TURKIYE

Ozet: Son on yilda insanlarda ortaya gikan yeni enfeksiyonlarin yaklasik olarak %64’iniin hayvan veya hayvansal
kaynakli Urlnlerden kaynaklandigi saptanmistir. Zoonoz enfeksiyonlarda hayvanlarin adeta enfeksiyon havuzu gibi
davrandigini ve bu nedenle insanlar igin blyik risk olusturduklarini yeniden glindeme getirmistir. Genellikle hayvanlar-
dan insanlara bulasan enfeksiyonlar olarak algilanan zoonoz enfeksiyonlar, aslinda insanlardan hayvanlara bulasan
hastaliklar olarak da diistunulmelidir. Bu durum ters zoonoz olarak adlandirilip, insanlardaki viral enfeksiyonlarin yakin
temasta olunan hayvan tirlerinde saptanmasiyla ortaya konmustur. Bu derleme ile viral ters zoonoz enfeksiyonlar ko-
nusunda yapilmis calismalarin verileri degerlendirilmis ve bu enfeksiyonlarin hayvan ve insan sagligi igin 6nemine
dikkat gekilmigtir.

Anahtar kelimeler: Hayvan sagligi, insan sagligi, ters viral zoonozlar

Reverse Zoonotic Viral Infections
Summary: Last ten years, it is detected that approximately 64% of the diseases that have affected human have been
caused by animal pathogens. It has been reviewed that animals acts almost like an infection pool in zoonotic infections
and for this reason they pose a great risk for human health. Zoonotic infections, which are generally perceived as infec-
tions that are transmitted to humans from animals, should also be considered as diseases that are actually transmitted
to humans from animals. This is called reverse zoonosis and has been demonstrated by the detection of viral infections
in humans in closely related animal species. Importance of reverse zoonosis that can be transmitted from human to
animals have been demonstrated by the viral zoonotic infections in human are detected in close contact animals with
people. In this review, the data from studies on viral reverse zoonotic infections were evaluated and attention was
drawn to the importance of these infections for both animal and human health.

Key words: Animal health, human health, reverse viral zoonosis

Giris

Son yillarda hayvan veya hayvansal kaynakli
Urtinlerden kaynaklanan enfeksiyonlarin ve bu
enfeksiyonlar konusunda yapilan arastirmalarin
¢ogalmasi nedeniyle, ters zoonozlar olarak ta-
nimlanan insanlardan hayvanlara bulasabilen
enfeksiyonlara olan ilgi de artmistir (35,38).
Yapilan c¢alismalar, yetistiriciligi yapilan ya da
laboratuar calismalarinda kullanilan hayvanlar-
daki patojenlerin insanlar i¢in de potansiyel risk
olusturdugunu ortaya koymustur (13). Vahsi
hayattaki hayvanlarda da o6zellikle primatlarin
ters zoonozlar agisindan énemli bir kaynak ol-
dugu bildirilmis (12). Dolayisiyla kirsal kesimler-
de doga ve dolayisiyla hayvanlarla i¢ ice yasa-
yan insanlar, veteriner hekimler, laboratuar ¢ali-
sanlari, ¢iftlik ve hayvanat bahgelerinde ¢alisan-
lar gibi hayvanlarla sik ve yakin temasta olan
kisiler ters zoonotik enfeksiyonlarin bulagsmasin-
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da kritik role sahiptirler.

influenza virsi, hepatit E virlisti, paramyxovi-
rus, herpesvirus, rotavirus, adenovirus ve ebola
virus enfeksiyonlarini kapsayan, insanlardan
hayvanlara bulagsan bazi viral enfeksiyonlar hak-
kinda yapilmig calismalarin verilerinin degerlen-
dirildigi bu derleme ile ters zoonoz viral enfeksi-
yonlarin hayvan ve insan sagligi agisindan one-
mine dikkat ¢cekilmeye calisiimigtir.

influenza virus enfeksiyonlar

influenza virus; influenza A, influenza B ve influ-
enza C cislerini iceren Orthomyxoviridae ailesi
icinde yer alir ve RNA kapsayan virtslerdir (21).
Virlsun hemaglitinin (H) ve néraminidaz (N)
glikoproteinleri konakg! spesifikligini belirlemek-
tedir. Kanath hayvanlar influenza virusun batin
hemaglitinin ve néraminidaz glikoproteinlerini
tasidigindan asil rezervuar gorevi gérmektedir.
Veteriner hekimligi acisindan énemli olan influ-
enza-A genusu 8 segmentlidir (21). Bu seg-
mentli yapi nedeniyle insan influenza virusu ile
domuz influenza virusu arasinda “reassortment”
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gerceklesmektedir (21,28). Insanlarda H3N2
pandemisinden sonra domuzlarda H3N2 teshisi
virisun ters zoonotik 6zelligini ortaya koymustur
(9). Yine insan H1N1 pandemisinde de domuz-
lardan H1N1 izole edildigi ve hastaligi hafif ge-
girdikleri bu ylizden de Klinik belirti gdéstermedik-
leri bildirilmistir (21). Ayrica, Hong Kong’ta 10
tane domuzdan alinan o&rneklerde pandemik
influenza H1N1 in 8 segmenti PCR ile teshis
edilmis ve insanlardan domuzlara bulasma ol-
dugu ortaya konmustur (29). Bir baska calisma-
da ise 2012 yilinda Brezilya’da 136 domuzda
human H1N1 serolojik olarak belirlenmis ancak
bulasmanin nasil olduguna iligkin kesin bilgi
verilmemigtir (33). Pandemik H1N1 2009 yilinda
domuzlardan baska kedi, kdpek, hindi, gelincik
ve ¢itada da saptanmistir. Gelincik ve kediye
bulagsmanin enfekte insandan yakin temas yo-
luyla oldugu disunilse de bulagsma yolu hakkin-
da kesin bir bilgi yoktur (5). Gelincikler H1N1
patolojk calismalari i¢cin deney hayvani modeli
olarak kullaniimaktadir. Ayrica primatlarda de-
neysel olarak H1N1 enfeksiyonu olusturulmus-
tur (21). Meksika’ da yapilan bir calismada ko-
peklerde ve sahiplerinde es zamanl olarak
H3N2, H1N1 ve H1N1pdmO09 serolojik olarak
teshis edilmistir (31). Kedilerde ise 2009'daki
pandemi sirasinda H1N1 tespit edilmis ve bera-
berinde yasadigi insanlardan bulastidi disunul-
mustir (36). Amerika’da ise bir vahgi yasam
parkinda sadece bakicisinin temas halinde ol-
dugu bir citada da pandemik H1N1 tespit edil-
mesi virisun ters zoonotik 6zelligini akla getir-
mistir (8). Ayrica kanatl, domuz, insan ve atlari
enfekte edebilen H7N7 virtslerinin, insanlarda
yuksek morbidite ile seyrettigi de bildiriimis ve
ters zoonotik enfeksiyon potansiyeli yuksek bir
virts oldugu bildirilmistir (20).

Hepatit E virusu enfeksiyonlari

Hepatit E fekal-oral yolla bulasan, genellikle
sporadik ama nadir olarak da endemik olimcl
hepatite sebep olan bir hastalktir (21). Hepatit
E viris (HEV) enfeksiyonu, gelismekte olan Ul-
kelerde insanlarda su kaynakh epidemilere yol
acmakta (30) ve daha ¢ok Uzak Dogu Asya ve
Afrika’da gorilmektedir (21). Virisin dort ana
genotipi vardir. Genotip 1 ve 2 sadece insanlar-
da, genotip 3 ve 4 domuzlar ile insanlarda gorul-
mektedir (32). Son olarak da sadece kanatlilar
enfekte eden genotip 5 teshis edilmistir. Domuz
HEV’ un zoonoz oldugu bildiriimis olmakla birlik-
te, avian HEV i¢in heniliz zoonotik vaka tespit
edilmemistir (21). Hepatit E'nin zoonotik enfek-
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siyon oldudu, ilk olarak 1997°’de domuzlarda
yeni bir Hepatit E susu tespit edilmesiyle disi-
ndlmeye baslanmistir (25). Bu sus insan HEV’
un kapsid proteinini kodlayan ORF2 ile yuzde
80 oraninda benzerlik géstermektedir (25). Bu
da insanla domuz suglari arasinda ¢apraz ben-
zerlik oldugunu ve potansiyel zoonoz olabilece-
gini dusidndirmastir (25). ABD’de insanlarda
teshis edilen HEV genotip 3’Un ayni bdlgede
yasayan domuzlardan izole edilen domuz HEV’i
ile genotip olarak ¢ok yakin oldugu bildirilmistir
(26). Bu enfekte domuzlardan elde edilen do-
muz HEV, Resus maymunlarinda ve sempanze-
lerde, insanlardan izole edilen HEV genotip 3
ise Ozel patojenlerden ari (spesific pathogen
free-SPF) domuzlarda deneysel enfeksiyon
olusturabilmistir (26). Yine HEV genotip 1 ve
genotip 2 deneysel olarak SPF domuzlara ino-
kule edilmis ama enfeksiyon olusturulamamistir
(27). insan HEV genotip 4 ise deneysel olarak
domuzlarda enfeksiyon olusturmustur (11). Bu-
nunla birlikte insan HEV’de fekal oral yolla bu-
lasma oldugu icin insan digkilarinda rodentlere-
de bulasabilecegi dusunilmustir. Bu amagla
rodentlerde yapilan bir galisma, sadece genotip
3 ve genotip 4 Gn zoonoz oldugu bildirilse de bir
rodent tiru olan mongolian gerbil deneysel ola-
rak sadece insan HEV genotip 1 ile enfekte edi-
lebilmigtir (15).

Paramyxovirus enfeksiyonlari
Paramyxoviridae ailesindeki virUsler tek iplikgili
RNA igeren ve zarfli olduklari igin gevre sartlari-
na oldukga duyarlidirlar (21). Bu ailede birden
fazla virls zoonotik 6zellik tagsimaktadir. Kiza-
mik virusu, diinyada en yaygin viral hastaliklar-
dan bir tanesidir (6,21). Tek dozda %93 oranin-
da enfeksiyondan koruyan etkili bir agisi olmasi-
na ragmen yillik ortalama 20 milyon insan bu
enfeksiyonu gecirmektedir ve yillik 146 bin in-
san bu enfeksiyondan hayatini kaybetmektedir
(6). Virus, hayvan morbilliviruslariyla antijenik
olarak yakin iligkilidir. Hatta kizamiga karsi asi-
lanan primatlarda kismi olarak kdpek genclik
hastaligi virisine (CDV) karsi da korunma sag-
lanmigtir (10). Kizamik virtsu ilk olarak insanlar-
da teshis edildikten sonra goril, Afrika yesil may-
munu, makak maymunu, babun, marmoset
maymunu ve sincap maymunu gibi birgok insan
digi primat tlriinde de goriimuistir (21). Ancak
insan digi primatlarda bu enfeksiyon az sempto-
matik veya hafif sindirim sistemi semptomlari ile
seyrettigi icin teshis biraz zorlagsmaktadir (17).
Nepal'de laboratuar, hayvanat bahgesi gibi ka-
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pal alanlar veya sehir merkezlerinde insanlarla
sik temas eden makak maymunlarinda kizamik
virisu enfeksiyonu prevelansinin %100 oldugu
bildirilmistir (17). Buna kargin virls insanlarla
daha az temasta olan, vahsi olarak yagsayan
insan disi primatlarda da bildiriimistir (16). Sin-
gapur'da insanlardan uzak vahsi hayattaki ma-
kak maymunlarinda kizamik saptanmamasi ak-
la, etkenin insandan maymuna bulasma olasili-
gini disundirmistir. Ancak enfeksiyonun bu
kadar genis insan digi primat skalasinda goérul-
mesi etkenin asil kaynadi hakkinda hala tartis-
maya sebep olmaktadir (18).
Metapneuomovirus ise 2003-2006 yillari arasin-
da Tanzanya’da bir ulusal parktaki vahsi sem-
panzelerde %34-98 arasi degisen morbidete ve
%3-7 arasi de@isen mortalite oranlari ile tespit
edilmis ve bulagsmanin insan kdkenli olabilecegdi
disUnulmustar (18).

Morbilllivirus genusuna ait bir virlis olan kdpek
genclik hastaligi virisinin da insanlarda
asemptomatik olarak seyrettigi goériimus ve ki-
zamik virusuna kargi asili bireylerin bu enfeksi-
yona yakalanmadigi tespit edilmistir (21,37). Bu
noktadan yola ¢ikarak hem bu iki virisiin antije-
nik olarak yakin iliskide oldugu hem de insanlar-
daki kopek genglik hastaligi viristunin kdpekler
icin bir rezervuar olabilecegi dusunulmustar
(37).

Herpesvirus enfeksiyonlari

Herpesviridae ailesi ¢ift iplikcikli DNA igceren
blaylk bir genoma sahip, zarfli ve énemli zoo-
noz enfeksiyonlari i¢cinde barindiran bir virus
ailesidir (21,38). Ozellikle insanlarda sindirim
sistemi semptomlari ile enfeksiyon olusturan
human herpesvirus-1(HHV-1), marmoset may-
munlarinda gingivit, stomatit, dilde Ulserasyon
ve eroziv bulgularla seyretmektedir (23). Enfek-
siyonda mortalite %100’e varmaktadir. Bu hay-
vanlarda serolojik ve molekiiler olarak virus sap-
tanmistir (23). Bulagsmanin insanlardan direk
temas veya solunum yoluyla oldugu disinal-
mektedir (23). Goril, sempanze ve babunlarda
da HHV-1 saptandigi bildirilmigstir (14,24).
insanlarda lenfo-adenite sebep olan ve epstein-
barr virus olarak bilinen human herpesvirus-4’in
(HHV-4) kopeklerde enfeksiyon olusturdugu
bildirilmistir (41). HHV-4 hem rat hiicre kultirleri
olan “rat glioma-derived” 9L ve “rat mammary
carcinoma-derived” ¢-SST-2 hem de “canine
kidney-derived” MDCK da dretilip izole edilmistir
(41). Ayrica bu virusu tasiyan insanlarin képek-
lerinde yapilan bir ¢alismada 36 kopekte %89
oraninda seropozitifik elde edilerek PCR ve
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western blot analizi ile sonuglar dogrulanmis,
sekans sonuglari ile virisin HHV-4 ile %99.6-
100 oraninda benzer oldudunu ortaya koymus-
tur (7).

Adenovirus enfeksiyonlari

Adenovirus enfeksiyonlari, zoonotik yoni az
bilinen ve hem insan disi primatlarda hem de
insanlarda yaygin olarak gorilen enfeksiyonlar-
dir (39). Adenoviruslar zarfsiz, kiibik simetrili ve
cift iplikgikli DNA virtsleridir. Adenoviridae aile-
sinin altinda bes genus vardir (42). Vertebral
canlilarda, olusturduklari enfeksiyonlardan daha
¢ok mastedenovirus genusu sorumludur (42).
Almanya ve birden fazla Ekvatoral kusak uzerin-
deki Afrika lUlkesinde hem vahsi hem de yaka-
lanmis durumdaki insan disi primatlarda yapilan
g¢alismalarda insan adenoviruslarindan human
adenovirus A, human adenovirus B, human
adenovirus C, human adenovirus D, human
adenovirus E, human adenovirus F saptanmistir
(39). Ozellikle Afrika’daki vahsi hayatta yasayan
sempanze, goril ve bonobo maymunlarinda po-
zitif sonuglar bulunmustur (39).

Rotavirus enfeksiyonlari

Rotaviruslar insan saglhigi acisindan énemli bir
virus grubudur. Bu viruslar bebekler ve ¢ocuk-
lardaki sindirim sistemi enfeksiyonlarindan da
sorumludurlar. Rotaviruslar, Reoviridae ailesine
ait, 11 segmentli cift iplikgikli RNA virtsleridir
(21). insan Grup A rotavirusu kedi, sigir ve do-
muz rotavirusu ile yakin iligki icerisindedir (22).
insanlardan elde edilen Rotaviruslarin tim seg-
mentlerinin analizi yapildijinda bazi hayvan
rotaviruslari ile dnemli benzerlikler bulunmustur.
Bu durum turler arasi bulasmanin olabilecegini
distindirmustir (22). Fekal-oral yolla bulasan
enfeksiyonda kentsel boélgede yasayan vahsi
veya sokak hayvanlari risk altindadirlar. Japon-
ya’da 2003 ile 2008 yillarindaki karnivorlardan
alinan digki drneklerinde rotavirus PCR ile sap-
tanmis ve bu virusun hem human Rotavirus ve
hem de feline rotavirusa benzerlik gosterdigi
bulunmustur (1). Ayrica insan atiklarinin bol
oldugu yerlerde deniz kabuklularinda da rotavi-
rus tespit edilmistir (19).

Ebola virus enfeksiyonlari

Ebola virlsul, Filoviridae ailesi iginde yer alan
tek iplikcikli negatif polariteli RNA virtsudur.
Ebola virisu halk sagligi agisindan énemli bir
yere sahip olan ve ters zoonoz olabilecegi dusu-
nalen bir virGstir (21). Vahsi hayatta yarasalarin
rezervuar oldugu, insanlara ise maymunlardan
bulastigi disunulen bir enfeksiyondur (21). Son
Ebola epidemisi 2013 yilinda Bati Afrika’da
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Onemli olimlere yol agmistir. Ebola kaynakli
2015’in kasim ayina kadar 28635 vakada 11314
Olim bildirilmistir (40). Ebola, enfekte hayvanin
vucut sivilari veya direk enfekte hayvana temas
yolu ile insanlara bulagmaktadir. Enfekte insan-
larin sadece insanlara degil hayvanlara da viru-
s bulastirabilecegi ongoérilmektedir (4). ispan-
ya’da Ebola ile enfekte bir saglik calisaninin
kdpeginde virls tespit edilmis olmasi etkenin
ters zoonoz olabilecegini dusundirtmuistir (2).
Bir bagka vaka da ise Teksas’ta bir hemsirenin
képeginde Ebola virisu saptanmigstir (2).

Diger viral enfeksiyonlar

Deniz kabuklularinda yapilan bir ¢alismada,
deniz kabuklularinda insanlarda enterit olustu-
ran Hepatit A, Norwalk like virus, Astrovirus gibi
virtsler tespit edilmistir (19). Caliciviridae ailesi-
nin Sapovirus genusunda yer alan enterit viris
turleri sigirlari ve insanlari enfekte edebildigi
bildirilmistir (21). Caliciviruslarin insan ve hay-
vanlari enfekte edebilen Norovirus genusu ile
Sapovirus genusu arasinda rekombinasyon so-
nucu rekombinant virlsler ortaya ¢ikmakta ve
bu durum tirler arasi bulagmay: tetikleyebilece-
ginden, ters zoonoz potansiyeli olusturdugu bil-
dirilmistir (21). Ozellikle sigir, koyun gibi meme-
lilerde noroviruslarin saptanmis olmasi ve zoo-
notik potansiyeli olabilecegi yonundeki supheleri
artirmigtir (43,44).

Sonug

Tek saglik; insan saghgi, hayvan saghgi ve gev-
re arasindaki iligkiyi gdsteren bir konsept calis-
madir. Tek Tip Konsepti 1800’10 yillarin baginda
Kanadali beseri hekim William Osler ve Alman
beseri hekim olan Rudolf Virchow tarafindan
ortaya atilmig ve daha sonra 1947 yilinda Ja-
mes H Steele, Hastaliklardan Korunma ve Kont-
rol Merkezinde (CDC) “Veterinary Public Health
Division” adi altinda bir bolim kurarak toplum
saghgi icin hayvan sagliginin énemine dikkat
cekmistir (5). Insanlar hayvanlarla yasadiklari
cevreyi ve yiyeceklerini paylasmaktadirlar. Bu
da hayvan, insan ve gevre uggeninin énemini
gOstermektedir. Hayvan kaynakli insan enfeksi-
yonlarinin artmasi, hastaliklarin elemine edilme-
sinde Ozel vakalardan ¢ok butiine odaklanmayi
gerektirmektedir. Yani hayvan ve insan sagligi
tek basina distntilmemelidir (34).

insan popiilasyonlarinin giin gectikge genisleye-
rek yeni cografi bolgelere yayllmasi, insanlarin
gevre ve vahsi hayvanlarla daha ¢ok temas ha-
linde olmasina sebep olmaktadir. Ayrica orman-
larin yok edilmesi ve iklim degisiklikleri hastalik-
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larin hayvanlara bulagsmasi igin yeni firsatlar
olusturmaktadir. Gelisen ulasim imkanlari da
hastaliklarin ¢gabuk yayllmasina katki saglayan
bir diger faktordir. Tek saghk konseptinin ge-
rektirdigi tGzere korunma ve kontrol énlemleri
insan ve hayvan sagligini birlikte diigtinerek cift
tarafli uygulamalarla yapilmalidir. Risk altindaki
vahsi veya evcil hayvanlar kontrol edilip, enfekte
olan hayvanlar karantinaya alinarak diger hay-
vanlar ve insanlarla temasi engellenmelidir. Ay-
ni sekilde enfekte insanlarin da hayvanlarla te-
masindan kaginiimalidir.
Yapilan galismalar insanlarin hayvanlar arasin-
da vektor gorevi gorebilecegini ortaya koymak-
tadir. Ornegin; insan Parvovirusu sadece insan-
lari enfekte edebilmektedir ve bir ters zoonotik
enfeksiyon s6z konusu degildir. Ancak insanla-
rin birden fazla kopekle temas ederek kopek
Parvovirisunu kopekler arasinda yayabilecegi
aciklanmistir (3). Bu nedenle enfeksiyon riski
tasiyan rezervuar insanlar icin egitim ve biling-
lendirme ¢ok dnemlidir.
Bu derlemenin hazirlanisi sirasinda incelenen
galismalar gostermistir ki, ters zoonotik viral
enfeksiyonlar en fazla karnivorlari, ikinci sirada
insanlara genetik olarak en yakin canlilar olarak
kabul edilen ve bu nedenle siklikla deney hay-
vani olarak da tercih edilen insan disI primatlari,
Uclncu sirada ciftlik hayvanlarini (6zellikle do-
muzlar) ve doérdincl ve besinci sirada ise sira-
siyla rodentler ve kanath hayvanlar enfekte et-
mektedir. Bu siralamada da goérildigu gibi in-
sanlara yakin yasayan hayvan turleri bu enfek-
siyonlar agisindan dnemlidirler. Bu nedenle ba-
sarili bir toplum saghgi uygulamasi i¢in hayvan
saghgi, insan sagligi ve cevre saghgdi ile ilgile-
nen topluluklarin birbiri ile uyumla ¢alismasinin
onemine dikkat gekilmelidir. Sonug olarak sade-
ce hayvanlarin insanlar igin rezervuar olabile-
cekleri degil, insanlarin da bazi enfeksiyonlar
yonunden hayvanlar igin rezervuar oldugu unu-
tulmamalidir. Multi disipliner galismalarla bu
enfeksiyonlarla ilgili bulagsma ve korunma yollari
saptanarak konu ile ilgili gerekli tedbirler alinma-
lidir.
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Ozet: Biyolojik sistemlerin isleyisinde ve patolojisinde reseptorler dnemlidir. Belirtilen nedenle reseptér ve reseptér alt
tiplerini tanimlama, anatomik dagihmlari, hastalik durumundaki sikhdi, reseptorlere 6zgi ligand gelistirme, gelistirilen
ligandlarin farmakokinetik ve farmakodinamik ¢aligmalarinin yapilmasi gibi birgok alanda resept6r analiz yontemlerine
ihtiyag bulunmaktadir. Reseptdr analizinde yeni yéntemlerin gelistiriimesi ile ligandi belli olmayan “yetim” reseptorlerin
kesfi ve hastaliklarla baglantilarinin incelenmesi kolaylagsacaktir. Reseptor analizlerinde en yaygin kullanilan yéntemler-
den birisi radyoligand baglanma deneyleridir. Bu derlemede, radyoligand badlanma deneyinin prensibi, teknigi, kulla-
nim alanlari, reseptore 6zgl ligand gelistiriimesindeki rold, gelistirilen ligandlarin farmakokinetik galismalarinda kullani-
mi, biyolojik ve patolojik mekanizmalarin anlagiimasindaki roli ve diger reseptdr analiz yontemlerine gére avantajlari ve
dezavantajlari hakkinda genel bilgi verilmistir.

Anahtar kelimeler: Ligand, radyoligand, reseptor

Radioligand Binding Assays in Receptor Analysis

Summary: Receptors are important in function and pathology of biological systems. In this regard, a number of recep-
tor assay methods are needed such as identification of receptor and receptor subtypes, anatomical distributions, the
frequency disease state frequency, development of receptor specific ligands, pharmacokinetic and pharmacodynamic
studies of the ligands. Development of new methods in receptor analysis will facilitate the discovery of "orphan" recep-
tors and examination of relation between these receptors and diseases. One of the methods widely used in receptor
analysis is radioligand binding assays. In this review, general information about the principle of radioligand binding
assay, uses, role of it in development of ligand specific to the receptor, the use of ligands developed in pharmacokine-
tic studies, role of it in understanding of biological and pathological mechanisms and the advantages and disadvanta-
ges of it to other receptor analysis methods will be given.

Key words: Ligand, radioligand, receptor

Giris

Genel olarak ilaglarin canli yapilardaki etkilerini
kendilerine 6zel bazi noktalara baglanarak veya
buralar etkileyerek olusturduklari kabul edil-

zenleyici ligandlar igin reseptor gorevi yapar. Bu
tur fizyolojik reseptorlerin iglevi, uygun igsel li-
gandi bagladiktan sonra yanit olarak diizenleyi-
ci sinyali hedef hucre igine yaymaktir. Proteinler

mektedir. ilaglarin viicutta etkilesme gdsterdikle-
ri bu hiicresel makromolekller yapilara genel
anlamda reseptor adi verilir; bunlar hicrenin ve
dolayisiyla canlinin hayatini devam ettirebilmesi
bakimindan hayati 6nem tasir (3,13).

ilac reseptorlerinin yapisal ve sayisal bakimdan
en 6nemli sinifini hiicresel proteinler olusturur.
Bu hucresel proteinler hormonlar, biyime fak-
torleri, gevirim faktorleri, sinirsel aracilari, meta-
bolizma ya da dizenleme yollarinin enzimleri,
tasima sureclerine katilan proteinler, salgi gli-
koproteinleri ve yapisal proteinler gibi i¢sel di-
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disinda, cevap olusturmada diger hiicresel bile-
senlerin spesifik baglama 6zelliklerinden de ya-
rarlanilabilmektedir. Bu baglamda nikleik asitler
ozellikle kanser tedavisinde kullanilan ilaglar igin
onemli nukleer ilag reseptdrleridir(3).

Reseptor proteinleri, periferal membran protein-
leri, transmembran proteinleri veya nukleer re-
septorler seklindedir. Periferal membran prote-
inleri sadece iligkili oldugu biyolojik membrana
gegici olarak yapisan (ylizeye gevsek baglanan)
zar proteinleridir. Bu proteinler kendilerine bag-
lanan ligandin hicre igine alinabilmesi igin ta-
nimlayici gorev Ustlenir. Transmembran resep-
térler hicre zarinin iginde gémulidir, bdylece
disaridan bir ligandin baglanmasi, hicrenin igi-
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ne dogru sinyal transdiksiyon yolunun etkinles-
mesini saglar (6,23). Nukleer reseptorler ise
hicre ¢ekirdeginde bulunur. Nikleer reseptorler
ailesinde yer alan steroid hormon reseptorleri
surekli hicre ¢ekirdegine gidip gelen proteinler-
dir; ligandin varligi ve tipine bagl olarak, farkli
subsellller yerlesme gosterirler; ligandh ve li-
gandsiz Ostrojenler ve progesteron reseptorleri
blylk c¢ogunlukla nUkleer, mineralokortikoid
reseptorler kismen sitoplazmik ve nukleer, li-
gandsiz glukokortikoidler ve androjen reseptor-
ler codunlukla sitoplazmada yerlesmistir. Gluko-
kortikoid ve androjen reseptoérler sadece hormo-
na baglandiktan sonra nikleusa tam olarak ge-
cebilirler (8). Steroid hormonlar reseptoérlerine
baglaninca, aktive edilmis reseptér DNA’daki
bazi 6zel dizilere baglanir ve bu yolla transkrip-
siyonun hizini degistirirler (3,6,32).

Reseptdr varliginin ortaya konmasinda in vitro-
ve in vivo uygulanan farkli metodlar s6z konusu-
dur (2, 28). Reseptdr tanimlanmasinda en yay-
gin kullanilan yéntemlerin basinda Radyoligand
baglanma deneyleri gelmektedir. Teknolojik ge-
lismeler, medikal olarak dnemli proteinlerin ge-
nis ¢apta gortnir hale gelmesini, hatta i¢ bo-
yutlu goruntisinin elde edilmesini saglamistir.
Yapisal biyolojideki gelismeler, dzellikle nikleer
manyetik rezonans spektrofotometresinde, ro-
botik kristallenme, kriyojenik kristal yapilabilme-
si, X 1sInl kristalografi ve yuksek hizli program-
lama, protein yapisini belirlemeyi kolaylastirmis-
tir. Reseptdr analiz ydntemlerinin etkili kullanil-
masi ile iyi bir sekilde valide edilmis hedef yapi-
lar yeni ilag gelistirme, fizyolojik ve patolojik me-
kanizmalarin anasiimasinda yonlendirici olabil-
mektedir (7,29).

Reseptor-ligandile ilgili kavramlar

Hicresel makromolekdullerin gogunun (6rnegin,
antikorlar, enzimler, reseptor proteinler, nikleik
asitler vb) meydana getirdikleri biyolojik islevler
ligand adi verilen 6zgul molekullerle etkilesimle-
rinin bir sonucudur. Biyokimyada ligand, bir bi-
yomolekule baglanarak kompleks olusturan bir
bilesik anlaminda kullanilir. Ligandin baglanma
egilimi veya giiciine de “afinite” denir (26). int-
rinsik aktivite veya efikasite maksimum bir fonsi-
yonel yaniti olusturabilmede ilag reseptdr bilesi-
ginin nispi yetenegini ifade eder. Diger bir ifade
ile ne kadar "iyi" bir agonist ila¢g oldugunu anla-
tir. Bu tanimin afiniteden ayrilmasi gerekir; afini-
te, ilacin molekiler hedefine baglanmasindaki
yetenegidir (24). Reseptorlere baglanabilen ve
icsel uyarici bilesiklerin duzenleyici etkilerini
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taklit eden ilaglara agonist (kannabinoid resep-
tér 2 agonisti JWH-133 gibi) denir. Tek baslari-
na uyarici etkileri olmadigi halde bir agonistin
etkisini engelleyerek istenen etkileri olusturabi-
len bu tur bilesiklere de antagonist (kannabinoid
reseptdr 1 ve 2 antagonisti kannabidiol gibi) de-
nir (15,28).

Radyoligand baglanma deneylerinin tanimi
ve uygulama alanlar

Sitokimyasal metotlarin en 6énemlisi maddelerin
radyoizotoplarla isaretlenmesidir. isaretli madde
(markir) hicre veya doku igine verilir ve sonra
fotografla yerleri tespit edilir. Radyoaktif madde-
lerin yayilimindan olusan isinlar, nikleer emil-
siyon veya rontgen filmi Gzerinde gorinti olus-
tururlar. Alternatif olarak, sintilasyon gaz dedek-
toérlerinin son zamanlarda gelistiriimesiyle oto-
radyografide dijital gorinti elde edilebilir hale
gelmistir (1).

Radyoligand, reseptér, tasiyici, enzim veya her-
hangi bir proteine baglanabilen radyoizotopla
isaretlenmis bir bilegiktir. Baglanmanin gicu ve
orani, baglanma alanlarinin sayisi, ilaglarin afi-
nitesi ve ¢esitli ilaglarin kesfi icin bilgi saglar.
Radyoligand baglanma deneyleri yapilmasi ko-
laydir ve birgok alanda yararh bilgi saglayabilir.
Fakat bircok arastirmaci radyoligand baglanma
bilgilerini yorumlama agsamasinda zorlanir (18).
Radyoligand baglama, reseptér tanimlama ve
onlarin anatomik dagihmini belirlemek icin genis
capta kullanilir. Ozellikle G-protein aracil resep-
torlerin (GPCRs) analizinde kullaniimaktadir
(4,5). Birgok dnemli fizyolojik suregleri yonlendi-
ren ve tum ilaglarin yaklasik %50’sine hedef
olan 200'den fazla reseptér bu familya igerisine
girer. Yaklasik 160 belki de daha fazla yetim
GPCRs insan genomunda bulundugu ve
GPCR’nin karakteristik mRNA dizilerinin oldugu,
fakat i¢ ligandlarinin hala isimlendirilmedigi bilin-
mektedir. Bu reseptorlerin godu hiicre hatlarin-
da yapay olarak eksprese edilmistir. Bu hicre
hatlarinda bu reseptoére baglanan ligandlar tes-
pit edilerek 45’den fazla reseptdérin yetim ol-
maktan kurtariimasi saglanmistir. Bu igsel li-
gandlarin neredeyse vyarisinin peptid oldugu
anlasiimistir. Geriye kalan isimlendiriimemis
yetim reseptorlerin yaklasik 70 kadari peptidik
bir liganda sahip olabilecegi dusunulmektedir
(5,30).

Ligandin radyoisaretli analogunun sentezini ta-
kiben, radyoligand baglanma deneyleri ile re-
septdrld tanimlayan farmakolojik kriterler (ismi,
expresyon yeri, doyurulabilirlik, sipesifite ve afi-
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nite vb.) saptanabilir. Bir doku veya hicrede
yeni bir reseptdrtn kesfi, olasi fonksiyonlari an-
lamada bir ipucu ve fonksiyonel deneylerin ta-
sarlanmasina kilavuzluk yapabilir. Yeni kesfedi-
len tasiyici sistemlerin bazilarinin karakteristik
Ozelligi olarak reseptdr yogunlugu nispeten du-
suk olabilir. Bu nedenle dokularda ¢alisilan ana-
tomik bolgeler sinirlandiriimalidir. Bu sekilde
otoradyografi ile goriintilenmesi kolaylasir. Tim
doku veya organlarin homojenatini kullanmak
ise incelemeyi zorlastirir hatta imkansizlastirir
(5).

ilag ve metabolitlerinin in vivo doku ve hiicresel
dagilmi hakkindaki bilgiler, ilaglarin etkileri ve
toksisitelerinin anlasiimasi bakimindan 6énemli-
dir. ilag hedefleri ve hedef biyoyararllik calig-
malar yuksek ¢6zunurltkli ve hassas metodlar
gerektirir. Bu metodlar arasinda en ¢ok kullani-
lanlardan birisi in vivo ve daha hassas inceleme
yapabilen mikrootoradyografi teknigidir. ilaglarin
ve toksisite etkilerinin tahmin ve etkinin meka-
nizmasi anlamak i¢in bu gibi metodlara ihtiyac
vardir. Bu yontemin temeli radyoligand baglan-
ma deneyleri ile aynidir. Reseptdr mikrootorad-
yografi doku butinlGgiand korur ve mikroskopik
bir goérintileme nicel analizler ve hedef alanin
karakterizasyonunu saglar (25). Yaygin olarak
kullanilan ADMET (Emilim, Dagilim, Metaboliz-
ma, Bosaltim ve Zehirlilik) prosedurleri, rad-
yoassay-HPLC ve whole-body otoradyografi ile
tanimlanamadan kalan bir¢ok hedef dokudaki
reseptdr, mikrootoradyografi ile kesfedilmis ve
karakterize edilmistir. Reseptdr mikrootoradyog-
rafi hassas bir ydntemdir. DUsUk dozlarda toksin
bilesiklerinin viicuda verilerek savunma meka-
nizmasinin uyariimasi ve harakete geciriimesini
saglayan “Hormesis” olarak bilinen ¢alismalarda
kullanilabilir. Ayrica, otoradyograf ve immunosi-
tokimya, radyo isaretli ilag ve antikor kombinas-
yonu reseptorlerin ve diger hicresel yapilarin
hedef karakterizasyonunda daha iyi sonuglar
verir. Mikrootoradyografi daha iyi detay ve ke-
sinlik ile dogrulayabilir ve dusuk hassasliktaki
yontemlerin tamamlayicisi olabilir, ADMET 6n-
gorulerinde hatalari azaltabilir. Tani araci olarak
gorev alir ve ilag arastirmalarinda ve gelistirme-
lerinde biyokimyasal, fonksiyonel ve kliniksel
olarak takibi yonetmede yardimci olabilir (25).
Bircok yetim GPCR reseptorleri icin ya dogal ya
da yapay ligandlarin bulunmasi hatiri sayilir bir
¢aba gerektirir. Bu gibi calismalarla histamin
reseptorleri igin iyi tanimlanmis farmakolojik
ligandlarin reseptor alt tipleri ortaya gikariimigtir.
Baska calismalarda da buna benzer bir¢ok ye-
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tim reseptér tanimlanmistir. Ornegin, GABA-B
reseptor, peptid reseptorlerle ilgili kalsitonin ge-
ni, amilin reseptér ve nikotinik reseptér gibi.
Ama asil heyecan verici ¢alismalar GPCR’nin
bir sinifi olan “Eser aminle iligkili reseptorler
(TAARSs)” lerin kesfidir. Bu reseptor sinifinda
bulunan prokinetik reseptoérleri ve ndéromedin
reseptorlerinin iki alt tipinin isimlendiriimesi aka-
demisyenlerin ve ilag sanayinin buydk ilgisini
cekmistir. Kesfedilen bu reseptorler, hiicre biyo-
lojisini ve hastaliklarin mekanizmalarini anlama-
da yardimci olmustur (30).

Bir dokuda reseptor sayisi, i¢sel ligandlarin mik-
tarina bagli olarak degisebileceginden reseptor-
lerin yogunlugu sabit olmayabilir. G protein ara-
cih reseptdr sisteminde, i¢sel ligandlarda mey-
dana gelen bir ylikselmeye karsilik dengenin
saglanmasi igin reseptdr sayisinda bir disme
(down regtlasyona) goérilebilir. Buda fonksiyo-
nel cevapta bir gerilemeyle sonuglanir. Alternatif
olarak, i¢ ligandlarin diguk seviyede olmasi kar-
sihik dengenin saglanmasi icin reseptér miktari
upregllasyona ugrayabilir. Ligand baglanma ile
bu gibi degisimlerin 6lcimi, son zamanlarda
kesfedilmis bir reseptor sistemini hastalik sireg-
leriyle iligskilendirmek igin ipuglari saglayabilir ve
baska buluslar igin dncliolabilir. Ornegin, insan
arteriosklerozunda  ['®I]-ghrelin  reseptorleri
o6nemli 6lclde upregilasyona ugrar (12).

insan ve hayvan hastaliklarinda, hastalik sireci
ve ila¢ uygulamalari sirasinda olusan bagdlanma
parametrelerindeki degisiklikler, hayvan model-
lerinde deneysel uygulamalar ile odlculebilir. Bu-
nun icin spesifik reseptorleri asiri eksprese
eden (overexpressed) veya hi¢ eksprese etme-
yen (knockout) transgenik hayvanlar kullanilr.
Gunimulzde, gelisimsel ve letal fenotiplerden
kaginmak icin hicre-spesifik knock-out hayvan-
lar Uretilmigtir (5).

Radyoaktif isaretli tamamlayici oligonukleotidler
veya ribonukleik asit “(riboprobes)” kullaniimasi
ile doku kesitlerinde RNA transkriptlerinin dagili-
minin goérintilenmesi in situ hibridizasyon yon-
temi olarak bilinir. Sirasiyla *H (timidin) ve *H
(uridin) ile isaretli DNA ve RNA’nin radyoaktif
prekursoérleri, hiicre déngusunin gesitli asama-
larinin  zamanlanmasini belirlemek igin canli
hlcrelere uygulanabilir (11). In situ hibridizas-
yon ve gercek zamanli PZR (PCR) gibi moleki-
ler teknikler, hicre ve dokularda yeni reseptor
veya reseptor alt tiplerini kodlayan mRNA’nin
varhdi konusunda kesin kanitlar saglayabilir.
Ancak, bu metodlar proteinin gergekten ekspre-
se edilip edilmedigiyle ilgili bir bilgi veremez.
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Reseptorler, yonlendirilmis antikorlar kullanila-
rak kendi aminoasit yapilariyla tanimlanabilirler
ve fonksiyonel calismalar affinitenin niceliksel
Olgiminu saglayabilir fakat ligand baglanma
¢alismalarinda 6nemli bir parametre olan resep-
tor yogunlugunu (Bnax) 6lcemez. Bir reseptérin
segiciligi, translasyon sonrasi degisim, diger
reseptorin varli§i veya bagka bir proteinin varli-
di ile degisebilir. Bunlar hastalik durumumunda
degisebilir ve molekiler teknikler kullanarak bu
degisimler belirlenemez (5).

Ligand in vivo olarak verildiginde, hedef resep-
tordn bulundugu dokuya bilesigin girisinin orani
radyoisaretli ligandin ilk karsilasacagi engeldir.
ilacin hangi cesit glcle baglandigi énemlidir
(iyonik, kovalent veya van der vals). Fizyolojik
kosullar altinda baglanir ve hizlica kirilir. Oz-
gunldk, ligand ve reseptérin tamamlayici yu-
zeylerinden kaynaklanir ve ligand baglanma

[Ligand.Reseptor]

Kismi Isgal = [Reseptdr]
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zamanda ayrismanin sayisl)
[Ligand.Reseptor].kora esittir. Bu denk-
lemde ko ayrisma hiz sabitidir ve birimi

min™ dir.

. Ayrismadan sonra reseptdr ve ligand ilk
halini alir.

. Ayrisma orani ile baglanma orani esit

hale geldiginde denge saglanir.
[Ligand].[Reseptdr].kon=[Ligand.Reseptor]. Ky

Denge ayrisma sabitesi anlamina da gelen Ky
reseptorlerin yarisini isgal eden ligandkonsant-
rasyonunu gosterir. Birimi mol/L veya molar
(M)ydir. Kiglk Ky degeri ligandin reseptore ilgi-
sinin fazla oldugunu, blyuk Ky degeri ise resep-
tore ligandin affinitesinin disuk oldugunu gdste-
rir. Denge ayrisma sabitesi olan Ky ile ayrisma
hiz sabiti olan kgbirbirinden farkhidir ve ayni
birimle ifade edilmezler.

[Ligand.Reseptor]
[Reseptor] + [Ligand.Reseptor]

[Ligand].[Reseptor]/ [Ligand.Reseptor]=Kos/ kon=Kg

deneyleri kullanilarak in vitro olarak bu etkilesim

Olgulebilir. Ligandlar bazi konsantrasyon oranla-

rinda bir hedef reseptdre segici olabilirler fakat

yuksek dozlarda diger reseptdrlere de baglana-
bilirler. Ligand ve reseptdr arasindaki etkilesim
ligand baglanma deneyleriyle dlgulebilir. Bu se-
kilde ligandin reseptore badlanma afinitesi-Ky4 ve
reseptorlerin maksimum yogunlugu- Bpaxgibi iki

Onemli parametre hesaplanabilir (4). Ligandin

reseptore baglanma afinitesi (Ky), ayni zamanda

ligandin denge ayrilma sabiti olarak da ifade

edilir (21).

Radyoligand baglanma deneyleri

Radyoligand baglanma deney analizlerinin ¢cogu

Kitle Haraket Kanunu olarak bilinen basit bir

modele dayanir (18).

Ligand+Reseptér = Ligand.Reseptor

Modele gore:

. Ligand ve reseptdr karsilastiginda yeterl
enerji ve dogru ybnelimle baglanma mey-
dana gelir. Baglanma hizi (Ligand).
(Receptor).Kon'a esittir. Bu denklemde
Kon, M'min” biriminde baglanma hiz
sabitidir.

. Baglanma meydana geldiginde, reseptor
ve ligand birbirine olan afinitesi oraninda
bir stire bagh kalir. Ayrilma hizi (her birim
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Kitle haraket kanunu ligand konsantrasyonu-
nun bir fonksiyonu olarak dengede kismi resep-
tér isgalini tahmin eder. Kismi isgal, liganda
baglanan reseptorlerin bolimunu ifade eder.
[Ligand]=0 oldugunda, isgal sifira esittir.
[Ligand] cok yuksek oldugunda (Kq'nin birkag
kati) kismi isgal 1.00’e yaklagir. [Ligand] miktar
yukseldikgce doygunluga yaklasim daha yavas-
lar. Ligand miktari Ky'sinin dort katina esit oldu-
gunda denge halinde reseptorlerin sadece ylz-
de 80’i isgal edilecektir. Ligand konsantrasyonu
K¢'nin dokuz katina esit oldugunda isgal ylizde
90’a yukselir. Denge halinde reseptorlerin ylzde
99'unu isgal etmek igin Kg'nin 99 katina esit
konsantrasyon alinmalidir (18).

Kitle Hakaret Kanununa Ozgii Varsayimlar:
Kitle hareket kanunu bir kanun olarak isimlendi-
riimesine ragmen, asagidaki varsayimlarin tze-
rine kurulmus basit bir modeldir:

. Tim reseptorler esit olarak ligandlara
erisebilir.

. Tam reseptoérler ya bosta (baglanmamisg)
ya da liganda baglidir.

o Model parsiyel baglanmanin herhangi bir
durumunu rededer.

o Ne ligand ne de reseptdr baglanma ile
farklilagir.
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o Baglanma déndsumludir.
Bu varsayimlarin olusmamasi durumunda, iki
secenek ile devam edilir. Birinci segenek daha
karmasik bir model olusturmaktir. Diger sece-
nek ise olagan yoldan bilgileri analiz etmektir
(14).
Radyoligand baglanma deneylerini gergeklesti-
rebilmek igin radyo isaretli ligandlar Gretiimesi
gerekmektedir. Reseptorleri karakterize etmede
kullanilan radyo isaretli ligandlar in vitro ortam-
da kullanilacak sekilde 1960’h yillarda Uretilmis-
tir. Bu ligandlar genellikle disik yogunlukta an-
cak yuksek aktiviteye sahip ligandlardir. Son
zamanlarda, pozitron veya tek foton emisyon
tomografi (SPECT) cihazlari icin gelistirilen rad-
yoligandlar insan ve hayvan reseptorlerinin in
vivo goruntilenmesini saglamaktadir (4). Her
zaman istenildigi kalitede radyoligand uretilmesi
bu deneylerin dogru sonu¢ vermesi bakimindan
onemlidir.

ideal olarak, radyoisaretleme igin ligand adayla-

ri agsagidaki 6zelliklere sahip olmaldir:

e  Yiksek afinite (Kp 1nM veya daha az) spe-
fisik olmayan baglanmadan cok spesifik
baglanma yapmali,

e  Dusuk spesifik olmayan baglanti yapmali,

. Dusuk reseptdr yodunlugunu belirlemek
icin yUksek spesifik aktivite sahip olmali,

. Reseptor 6zgunliga olmali,

Reseptorlerin in vivo olarak goruntilenmesi igin-

kullanilan radyo ligandlarin asagdidaki ek 6zellik-

lere sahip olmasi gerekir;

. Kan beyin bariyerinin radyoligandapermea-
bilitesi,

. Dusuk metabolizma orani,

. Dusuk toksisite (4),

Yuksek 6zgul aktiviteye ve safliga sahip radyo-

isaretli bilesikler reseptor otoradyografinin teme-

lunsurudur. Radyoligand baglanma calismala-
rinda bazi 6rnek radyoizotoplar:

. Tritium-igaretli bilegikler tercih edilir ve 6zel
bir sekilde isaretlenmelidir.

e "C-isaretli bilesikler reseptdr baglanma
¢alismalari igin uygunlugu azdir. Cunku
tritium-isaretli bilesiklerle kiyaslandiginda
oldukca dlUsiUk spesifik aktiviteye sahiptir-
ler. Ayrica, °H- ve "®l-isaretli bilesiklerden
daha dusik otoradyografik ¢ézinUrlik sag-
lar.

e '"PLjsaretli bilesikler kisa yari dmrii oldugu
icin uygundur. Cok yuksek spesifik aktivite
kisa maruz kalma zamani ile mimkdan olur.

Bunlarin disinda diger radyoizotoplar (**'I-, "N-
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isaretli gibi) da kullaniimistir; ancak, bunlarin
spesifik aktivite ve ¢ézinurliklerinde bazi kisit-
lamalar oldugu bildirilmigtir (25).

Rayoligand baglanma deneylerinde genellikle
doku homejenatindan kismi olarak arindiriimis
plazma membran boélimleri, reseptdr geni trans-
fekte edilmis hiicreler, taze olarak izole edilmis
veya Uretilmis hcreler gibi doku preparatlari
kullanilir. Ayrica, taze olarak dondurulmus doku
kesitleri kullanilabilir. Ozellikle doku kesitlerioto-
radyografi icin uygundur (5). In vivo ¢alismalar-
da fare, sigan yaygin olarak kullanilir. Radyoisa-
retli ilag verildikten sonra doku ornekleri kesile-
rek alinir ve 6zel dondurma teknikleri ile muha-
faza edilir (25).

Ug tip radyoligand baglanma deneyi vardir.

1. Doyurma baglanma deneyleri: Doyurma
baglanma deneyleri, reseptor sayisini ve affini-
tesini belirlemek icin denge halinde radyoligan-
din degisen konsantrasyonlarinda spesifik bag-
lanmay! olcer. Analiz inkubasyonun dengeye
ulagmasi varsayimina dayanir. Bu birkag daki-
kadan birka¢ saate varan siUrede gergeklesir.
Liganda, reseptore, isiya ve diger deneysel ko-
sullara baghdir. Kuguk dozdaki radyoligandin
dengeye ulagsmasi ¢ok zaman alir (12,18).
Ligand fizyolojik olarak ilgi duydugu reseptorle-
rin yanisira reseptoér olamayan bolgelerede bag-
lanabilir. Bir radyoligand deneyi gerceklestirilir-
ken hem toplam hemde nonspesifik baglanmayi
olcmek gerekir. Spesifik baglanma, toplam bag-
lanmadan nonspesifik baglanmay! c¢ikararak
hesaplanir (16,18).

TUm reseptorlere baglanan isaretlenmemis bile-
siklerin bir konsantrasyonunun varliginda radyo-
ligand baglanmayi 6lgerek nonspesifik baglan-
ma elde edilir. Tim reseptorler isaretienmemis
ilaglar tarafindan isgal edildigi icin radyoligand
sadece nonspesifik olarak baglanir (20).
isaretlenmemis ligand olarak, radyoligand ola-
rak kullanilan bilesigin aynisi ve isaretsiz olani
kullanilir. Birgok durumda, diger ilaglarin resep-
tére baglanmasi bilinmedidi icin bu gereklidir.
Fakat caligilan reseptdrlere baglandigi bilinen
standart bir ila¢ da nonspesifik baglanmayi be-
lirlemede kullanilabilir (18).

isaretlenmemis ilacin konsantrasyonu, neredey-
se tim sepesifik radyoligand baglanmayi onle-
yecek kadar kullaniimasi istenir. Fakat bunun
belirlenmesi zordur. lyi tanimlanmis bir reseptor
ile calisihyorsa, reseptorin Kqy'sinin yliz katina
esit miktarda isaretlenmemis bilesik kullanmak
pratik bir ydntemdir (18).
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2. Yanngsmali baglanma deneyleri: Yarigmali

baglanma deneyleri, farkli konsantrasyonlardaki

isaretlenmemis ligandin varhdinda tek isaretlen-
mis ligand konsantrasyonunun baglanmasini

Olger (12). Yarismali baglanma deneyleri:

e Bir deneyi dogrular. Fonksiyonel deneyler-
den bilinen ilaglarin etki glglerini yarigtirir.
Bu ilaglarin umulan etki glict veya en azin-
dan umulan gig¢ siralamasi ile baglandigini
gosterir, radyoligandin dogru reseptére bag-
lanip baglanmadidinin saptanmasinda yar-
dimci olur (18).

e lacin reseptdre baglanip baglanmadigini
belirler. Reseptdre baglanan ilaglari bulmak
icin binlerce bilesik goéruntulenebilir. Bu di-
ger goruntileme metodlarina goére kolay ve
hizhdir (16).

e Reseptorlere disik afinite gdsteren ilaglarin
etkilesimi arastirilabilir. Radyoligand baglan-
ma sadece yuksek afiniteye sahip radyoli-
gand oldugunda yararhdir (Kq< 100 nM).
Dusuk affiniteli bir ligand genellikle yiksek
ayrisma hiz sabitine sahiptir ve bu yizden
filtreler yikanirken reseptdre bagl kalmaya-
caktir. Eger dusuk afiniteli ligandlarla ¢ahg-
mak istenirse ligand isaretlenmemis bir ya-
rismaci olarak kullanilir.

e saretlenmis ve isaretlenmemis ligand olarak
ayni bilesik kullanilir ve reseptdr sayisi ve
afinitesi belirlenir (18).

3. Kinetik baglanma deneyleri

3.1. Ayrisma deneyleri: Bir ayrisma deneyi,

reseptdrden ayrilan radyoligand igin “ayrisma

hizi” ni 6lger (16). Ayrisma deneyleri:

e Ligand ve reseptdrin etkilesimini tam olarak
karakterize etmede kullanilir.

e Kitle haraket kanunu uygulanirigini dogru-
lamada kullantlir.

e Deneysel protokolu olusturmada yardimci
olur. Ayrismanin hizl olmasi durumunda,
ornek hizli bir sekilde yikanmali ve filtrelen-
melidir. Buna dikkat edilmemesi durumunda
ise 6nemli dlciide ayrisma meydana gelebi-
lir. Filtreyi yikamak i¢in kullanilan tamponun
Isisi dusuk olmasi tavsiye edilir. Ayrismanin
yavas oldugu durumda ise Ornekler yavas
bir sekilde filtrelenmelidir ve bu sekilde yika-
ma sirasinda meydana gelen ayrisma mini-
mum dizeye dusurilir (18).

Ayrisma hiz deneyini gergeklestirmek icin ilk

basta ligand ve reseptériin baglanmasina izin

verilir yani dengeye ulagsmasi saglanir. Bu nok-
tada radyoligand ve reseptdrin diger baglanma-
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lari engellenir. Ayrisma bagladiktan sonra re-

septdérden ligandin ne kadar hizda ayrildigini

saptamak ic¢in belirli zamanlarda &lgiim yapilr

(16,18).

3.2. Baglanma deneyleri:

Baglanma deneyleri:

e Baglanma hiz sabitesinin belirlemesinde kul-
lanilir.

o Reseptor ile ligand arasindaki etkilesimi ka-
rakterize etmede yararlidir.

e Doyurma ve yarisma deneylerinde dengeye
ulasmanin ne kadar sure alacagini belirme-
de de dnemlidir.

Calismada radyoligand eklenir ve cesitli zaman-
larda spesifik baglanma olgulur (14,18).
Radyoligand galismalari birgok reseptor karak-
terizasyonu ve ligand analizinde kullaniimistir.
Mussap ve ark. (19) kopeklerde idrar kesesi
kasinda takinin reseptorlerini radyoligand bag-
lanma deneyi ile karakterize etmislerdir. Bir di-
ger calismada, Tsukahara ve ark. (27) yohimbin
ile yaptiklari baglanma calismasinda képeklerin
serebral arterlerindeki a, adrenoreseptdrlerini
incelemisler ve serabral arterlerde iki farkli alttipi
(a-2n, 0-21) oldugunu bulmuslardir. Meini ve ark.
(17) bu metod ilekinin B, reseptdr farmakoloji-
sindehayvan turler arasindaki farkliliklari arastir-
miglardir. Buna benzer bir ¢alisma olarak Gei-
zen ve ark.(10), kdpeklerde ticagrelor, clopidog-
rel ve prasugrel (P2Yi, plateletlerin yuzinde
bulunan protein; reseptdr antagonisti; plateletle-
rin toplanmasini saglar) maddelerinin affiniteleri-
ni radyoligand baglanma deneyi ile kargilastir-
miglardir.

Yoshino-Furukawa ve ark. (31) ndrokinin-1 (NK

(1)) reseptor antagonisti FK886’in farmakolojik

Ozelliklerini insan NK(1) reseptorleri eksprese

eden c¢in hamster ovaryum hucrelerinde calis-

mislardir. Fishback ve ark. (9) o4 reseptor icin in
vivo ve in vitro olarak kullanilabilecek bir ligand
gelistirmis ve bu ligandin incelemesini radyoli-
gand baglanma denemeleri ile yapmislardir.

Baska bir calismada, képek P2RX7 reseptorleri-

nininsan ve sican P2RX7 reseptorlerine benzer-

likleri arastinlmistir. Bu ¢alismada, kopek

P2RX7 reseptdlerine affinite duyan bir antago-

nistradyoligand kullaniimistir. Calisma sonucla-

rina gore, arastirmacilar insan yerine kdpegin
bu antagonistin toksikolojik degerlendirme calis-
malarinda  kullanilabilecegini  saptamiglardir

(22).
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Sonug
Transmembran reseptérleri tzerine yapilan ¢a-
lismalarda radyoligand baglanma deneyleri ol-
dukga fazla kullaniimaktadir. Ancak, bir resepto-
rin analizinde kullanilacak yéntemler o resepto-
rin gesidine goére degisiklik gdsterebildigi gibi,
gorintileme kalitesi, hedef noktanin konumu,
guvenilirligi, hassasiyeti, maliyet ve laboratuvar
olanaklari gibi faktérlerde ydntemin o6nceligini
degistirebilir. Ginimuizde radyoligand baglan-
ma deneyleri ile yeni reseptdr ve reseptér alt
tipleri kesfedilebilir, bunlar igin ligand geligtirile-
bilir ve ligandin karekterizasyon ¢alismalar ya-
pilabilir. Hastalik ile reseptér etkilesimi arastiri-
labilir. Dolayisi ile uzun zamandir kullanilan li-
gand baglanma deneyleri halen popilaritesini
kaybetmemigtir. Son yillarda bilgisayar destekli
radyoligand goérintileme sistemlerinin gelistiril-
mesiyle daha saglikh ve kaliteli reseptdr gorun-
tilemelerin elde edilebilirligi, pek ¢ok biyolojik
sistemin ¢dzllmesinde bilim insanlarina blyik
katki saglayacaktir.
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Ozet: insan sagligi agisindan en biiyiik sorunlardan biri antibiyotiklere direngli mikroorganizmalarin sayilarinin artmasi-
dir. Antibiyotiklerin kontrolsiiz bir sekilde sit veren hayvanlara uygulanmasi diren¢ gelisiminin en 6nemli sebeplerin-
dendir. Bunun sonucunda beseri hastaliklarin tedavisi gecikmekle birlikte insanlarda astim vb. alerjik reaksiyonlarin
artisina, gevrede direngli mikroorganizma sayisinin artmasina ve sut gibi 6nemli hayvansal urdnlerin kalitesini bozarak
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu g¢alismada, dnemli hayvansal Urinlerden biri olan sitte antibiyotik kalinti
durumu hakkinda literatur bilgisi sunulmustur.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik, kalinti, sit, tespit metotlari

The Investigation of Antibiotic Residues in Milk
Summary: The increase in antibiotic resistant microorganisms is one of the biggest problems in terms of human
health. In this context, the uncontrolled use of antibiotics in milk feeding animals is one of the most important reasons
for resistance development. As a result, it causes the delay in the treatment of human diseases, the increase in allergic
reactions such as asthma in humans, the increase in the number of resistant microorganisms in the environment, the
disruption in the quality of important animal products such as milk and economic losses. In this study, the literature on

antibiotic residue status in milk which is one of the important animal products was reviewed.

Key words: Antibiotic, detection methods, milk, residues

Giris

Beslenme acisindan yeri doldurulamaz éneme
sahip olan sit ve sut Urinleri, bazi durumlarda
istenmeyen kalintilar igerebilir. Bu kalintilar;
veteriner ilaglari, pestisitler, mikotoksinler, agir
metaller, dioksin ve kimyasal madde kalintilari
gibi tiketici saglhigini olumsuz etkileyen madde-
lerdir (18). Bu kimyasal maddeler sanayi ve/
veya zirai atiklarin sonucu olarak sitte bulun-
maktadir (13). insan saghgini kisa, orta ve uzun
vadede olumsuz etkileyecek olan bu kimyasalla-
rin tamamina yakini dokularda birikerek insan
sutiine dahi gegebilmektedir (29). insan gidasi
olarak sunulan hayvansal drtnlerde kalinti soru-
nunun bilimsel calismalara konu olmasi, 20.
yuzyilin baslarina kadar dayanmaktadir. Beyaz
yillan koku (Ageratine altissima) bitkisini tuketen
sigirlarin sutleri ve etleri vasitasiyla insanlarda
zehirlenme belirtileri gorilmustar. Arastirmalar
bu bitkide bulunan tremetol toksininin zehirlen-
melere sebep oldugunu ortaya ¢ikarmistir (11).
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Kabul Tarihi/Accepted Date  :11.07.2017

Sut veren hayvanlarda meme enfeksiyonlarinin
sagaltiminda penisilinlerin kullanilmaya baslan-
masi ile birlikte, duyarli insanlarda akut sistemik
anafilaksi sekillendigi bildirilmistir. Sut veren
hayvanlarda penisilin kullaniminin, sutteki star-
ter kiltarlerin gelismesini inhibe etmesi sonucu
ekonomik yonden ciddi zararlara yol agtigi anla-
silmisgtir (11). Gidalarda kalinti sorununa dikkat
¢eken organizasyonlarin basinda Dinya Saglik
Orgitii (WHO) gelmektedir. Gida ile ilgili birgok
kurulug bu konuda gerekli dnlemlerin alinmasi
hususunda; Veteriner Hekimleri, ilag Ureticilerini,
hayvan yetigtiricilerini ve kamuoyunu bilgilendiri-
ci yol izlemektedirler (43). Turkiye'de ise, Avru-
pa Birligi'nin (AB) kabul ettigi 6nlemler cerceve-
sinde, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhg ta-
rafindan Ulusal Kalinti izleme Plani (UKIP) olus-
turulmustur. Hayvan tlrlerine goére belirlenen
madde ve Urun gruplari ile bu maddelerdeki ka-
linti tespiti icin alinacak énlemler bahsi gegen
bakanlik tarafindan uygulamaya konulmustur.
Uygulanan bu programlar igin, Avrupa Birligi
mevzuatl (96/23/EC ve 96/22/EC sayili Konsey
Direktifleri ile 98/179/EC sayili Konsey Karari)
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ile uyumu saglanmis Turk Mevzuati baglayici
niteliktedir (14). Sitte antibiyotik kalintilarinin
tolere edilebilir maksimum degerleri asmamasi,
muUmkinse tamamen ortadan kaldirilmasi, insan
sagligini olumsuz etkilememesi ve ekonomik
kayiplarin yasanmamasi oncelikli hedeflerden-
dir. Uretimden tiiketime kadar gida glivenliginin
saglanmasi kapsaminda yapilan g¢alismalar ve
etkin denetimler sayesinde, antibiyotik kalinti
riskinin ortadan kaldiriimasi mimkuan olabilecek-
tir (13).

Siitiin tanimi ve kimyasal bilesimi

Sat, tim memeli canllarin gebeligdi takiben me-
me bezlerinde olusturduklar biyolojik bir sividir.
Sut, hemen hemen tim besin maddelerini bun-
yesinde barindirir. SGt salgisinin asil amaci yeni
dogan yavrunun temel besin ihtiyaglarini karsi-
lamak ve immunolojik olarak yavruyu dis dinya-
ya adapte etmektir (35). Giniimuzde insanlarin
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beslenme kultiruindeki farkhhklar ve cografi etki-
ler g6z 6nunde bulunduruldugunda sit; inek,
koyun, kegi, manda, deve ve tek tirnakh hay-
vanlardan temin edilmektedir. Dinyada sutin-
den en fazla istifade edilen hayvan inektir. inek
sutliniin en fazla Uretilen sit olmasinin nedenle-
rinden birkagi; kaba bitkisel yemlerle beslenebil-
mesi, uysal olmalari, insanlarin besinlerine ortak
olmamalar ve laktasyon slresinin uzun olmasi-
dir (35). Cesitli tir sutlerin ana besin 6gelerine
ait ortalama veriler Tablo-1 de gdsterilmistir.
Sitte, yagda eriyen A, D, E ve K vitaminler ile
suda eriyen C ve B vitaminler yer almaktadir.
Bu vitaminlerden yagda eriyenleri (A, D, E ve K)
sutteki yag miktari ile dogrudan ilgilidir (22).
Tablo-2 de inek situnin igerdigi vitaminler ve
gunlik ihtiyag hakkinda bilgi verilmistir.

Tablo 1. Cesitli tir hayvanlara ait sutlerin ana besin ddelerine ait ortalama veriler (4)

Siit Turi Kuru madde (%) St yag (%) Protein (%) Laktoz (%) Kiil (%)
insan 12.4 38 1.0 7.0 0.2
inek 12.6 3.7 34 47 0.7
Manda 17.2 7.4 3.5 54 0.8
Koyun 19.3 7.4 5.5 4.8 1.0
Kegi 13.2 4.5 3.2 4.1 0.8
Kisrak 11.2 1.9 2.5 6.2 0.5
Deve 13.6 4.5 3.6 5.0 0.7
Kedi 17.9 3.3 9.1 4.9 0.6
Domuz 20.5 8.8 7.3 3.3 1.1
Ren Geyigi 33.3 16.9 11.5 2.8 14
Balina 37.5 22.0 12.0 1.8 1.7

Tablo 2. Yagli inek sutinin (%3) icerdigi vitaminler, miktarlari ve gunlik ihtiyag (22)

Vitaminler Miktar/L Giinliik Ihtiyag
A (IU) 1300 5000
B1 (mg) 0.4 1,3
B2 (mg) 1.4-1.8 1,7
B3 (mg) 0.87 15
B6 (mg) 0.6-1.5 2
B12 (mg) 2-5 2.4
Biotin (ug) 30-40 30
C (mg) 5-28 82,5
D (IU) 40 200-600
E (mg) 0.6 9
Folik asit (ug) 400
K (mg) 0.32 0,11
Pantotenik asit (mg) 2.8-3.6 5
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insan gidasi olarak siitiin 6nemi

Sat, yavrunun dogumundan itibaren adeta ye-
terli ve dengeli beslenebilmesi icin hazirlanmis
bir besin maddesidir. Dengeli beslenme, viicu-
dun ihtiyaci olan enerji ve besin 6gdelerinin yeteri
kadar alinmasidir. Sit, insan tiketimi icin tam
manasiyla bitin bir besin kaynagidir (38). Ayni
zamanda sutten uretilen; yodurt, peynir, tereya-
g1, kefir, sit tozu vb. Grinler de diyetle almamiz
gereken esansiyel bilesikler igin kaynak teskil
etmektedir. Sit ve sut Urdnlerinde bulunan ve
organizma igin elzem besin maddelerinden ba-
zilar; proteinler, kalsiyum, fosfor, magnezyum,
sodyum, yagda eriyen vitaminler (A, D, E, K) ve
suda eriyen vitaminler (B kompleks ve C vitami-
ni) olmak lzere siralanabilir (20). Ozellikle go-
cuklar igin sutln besleyici degeri yuksektir. Sut
icme aliskanligini kiigik yasta kazananlarin im-
mun sistemleri, diger bireylere gbére daha di-
rengli oldugu bilinmektedir. Klglk yaslarda edi-
nilen st icme aligkanlhigi sayesinde, ileri yaslar-
da ortaya cikabilecek osteoporoz (kemik erime-
si) riskini de azaltabilmek mumkindur (12). Gu-
nimuzde sut tiketimi ile hastaliklar arasindaki
iligki, bazi arastirmacilarin ilgisini ziyadesiyle
cekmektedir. Sit tuketimi; obezite, hipertansi-
yon, kanser, iskelet ve kas sistemi bozukluklari
gibi hastaliklarla iligkilendirilip aragtirmalara ko-
nu olmaktadir. Devamh ve duzenli st tuketimi
sayesinde, tansiyon dengelenmekte, kilo kontro-
IU saglanmakta, immun sistem aktif halde tutul-
makta ve dis curuklerinin dnidne gecilebilmekte
oldugu ortaya konulmustur (12,40). Sit, banye-
sinde bulundurdugu immunuglobulinler, enzim-
ler, enzim inhibitorleri, blyime hormonlari ve
faktorleri, antibakteriyel ajanlar, yag asitleri, vita-
min ve minerallerden olusan tam anlamiyla or-
ganizma i¢in mikemmel bir besindir (39).

Harun HIZLISOY

Antibiyotikler ve etki sekilleri

Antibiyotikler cesitli mikroorganizmalar tarafin-
dan sentez edilen ve diger mikroorganizmalarin
gelisimini engelleyen veya onlari élduren cesitli
kimyasal maddelerdir (9). Gunimuizde birgok
antibiyotik sentetik ve yari sentetik olarak Uretil-
mektedir. Cesitli hastaliklarin antibiyotikler yolu
ile tedavi edilmesine 17. ylzyilda baglamis olup,
bilimsel temele oturtulmasi ise 19. yluzyilda Paul
Erhlich’in "segici toksik etki" kavramini ortaya
atmasi sonucu olusmustur. Antimikrobiyel sa-
galtim 1935 yilinda Domagk’'un stlfonamidleri
kullanmasi ile gelisme slrecine girmigtir.
Alexander Fleming’in 1929 yilinda buldugu ve
1940 yilinda Chain ve Flarey’in galismalari so-
nucu, Penicillium notatum’dan elde ettigi bir
maddenin biyosit etkili oldugunun anlasiimasi
Uzerine penisilinler ile tedavi devri baslamistir.
Bu olay 1945 yilinda Alexander Fleming, Chain
ve Flarey’e Nobel Odiilini kazandirmistir (28).
Antibiyotikler mikroorganizmay! oldiren
(bakterisidal) ve mikroorganizmalarin geligimini
durduran (bakteriyostatik) olarak etkinlik goste-
rirler. Bakterisidal antibiyotiklerin minimum inhi-
bitér konsantrasyon (MiK) bakteri Gremesini
durdurdugu en dusuk yogunluk (EKEY) ve mini-
mum bakterisit konsantrasyon (MBK) bakteriyi
oldirdigi en dasik yogunluk (EKOY) degerleri
ile bakteriyostatik antibiyotiklerin dngdrulen te-
davi dozunda MIK (minimum inhibitér konsant-
rasyon) degerleri vardir. Bir antibiyotigin MBK
degeri MiK degerinden daha yiiksektir. Bu de-
gerlerin birbirine yakinhgdi antibiyotigin etkinligi-
nin ¢ok iyi oldugunu gdsterir. Bakteriyostatik etki
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini ve gelisimini
yavaslatir ve/veya durdurur. Bu mikroorganiz-
malar vicudun immun sistemi tarafindan berta-
raf edilir (37).

Tablo 3. Antibiyotiklerin etki derecelerine gore siniflandiriimasi (1, 2)

Bakteriyostatikler

Bakterisidler

Tetrasiklinler
Makrolidler
Sulfonamidler
Amfenikoller
Linkozamidler
Metronidazol
Mikonazol

Beta-Laktamlar (Penisilinler, Sefalosporinler,
Monobaktamlar, Karbapenemler)
Beta-Laktamaz inhibitorleri (Sulbaktam,
Tazobaktam, Klavulanik Asid)

Polipeptidler
Florokinolonlar
Vankomisin
Rifamisin
Teikoplanin
Aminoglikozidler
Nitromidazoller
imipenem
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Antibiyotiklerin siniflandirilmasi

Antibiyotikler vicut sivilarinda olusturduklari
konsantrasyonlarda, mikroorganizmalar Uzerin-
deki etki derecelerine gore iki gruba ayrilir. Tab-
lo-3'te antibiyotiklerin etki derecelerine goére si-
niflandiriimasi gosterilmistir.

Veteriner sahada antibiyotiklerin kullanim
amaclari

Antibiyotikler ilk olarak 1940’dan itibaren sit
sidirlarinda sagaltim amaci ile kullaniimaya
baslanmistir. ilerleyen yillarda gelisimi hizlandir-
digi ve yemden vyararlanmayi artirdigi tespit
edilmis ve antibiyotikler bu alanda da kullanil-
maya baglanmistir. Antibiyotikler, profilaktik ve
gelismeyi arttirici olarak, subterapétik seviyeler-
de hayvanlarin yemlerine ve sularina katiimak
suretiyle oral olarak kullaniimistir. Bu kullanim
basta mikrobiyel direng olmak Uzere pek g¢ok
konuda sorunlarin ortaya ¢ikmasina sebebiyet
vermistir. Bu ylzden profilaktik ve subterapétik
kullanim yasaklanmistir (21). Veteriner sahada
en cok kullanilan antibiyotikler olarak; betalak-
tam grubu, tetrasiklinler, makrolidler, stlfona-
midler, spektinomisin, linkozamid, kloramfenikol
ve florokinolonlar bildirilmistir (5). Hayvansal
gidalarda ila¢ kalinti sorununun; antibiyotiklerin
arinma surelerine dikkat edilmemesi, kullanila-
cak olan hayvan tiriinde guvenilirliginin test
edilmemis olmasi, arastirmalarin hentiz tamam-
lanmamis olmasi ve prospektius disi (belirtilen
dozdan daha fazla veya daha uzun sure) kulla-
nim ile meydana geldigi bildiriimistir (2). Antibi-
yotikler, organizmada tam manasiyla metaboli-
ze edilemedikleri icin doku ve organlarda birikim
sekillenmektedir. Hayvanlarda antibiyotiklerin
yanlis ve bilingsiz kullanilmasi sonucu zararli
etkiler meydana gelebilmektedir. Bu zararl etki-
ler; doku ve organ hasari, immun sistemin bas-
kilanmasi/uyariimasi, antibiyotige direngli susla-
rin gelisimi ve gidalarda kalinti sorunu olarak
karsimiza cikabilmektedir (45).

Antibiyotiklerin siitte bulunma nedenleri
Antibiyotikler hayvanlara; kas igi, damar ici, me-
me ici, uterus ici, yem ile beraber, oral veya
kombine bir sekilde olmak Uzere uygulanabil-
mektedir. En yaygin ve etkili uygulama yollari
damar ici, kas ici ve meme ig¢i uygulamalardir.
Ozellikle meme enfeksiyonlarinin tedavilerinde
genellikle meme i¢i ve damar igi infliizyon tercih
edilmektedir (15).

Sutte antibiyotik kalintisinin en édnemli sebebinin
meme enfeksiyonunun tedavisinde uygun olma-
yan sekilde kullanilan meme igi infizyonlar ol-
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dugu, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve llag
Dairesi (FDA) tarafindan belirtiimistir. Meme ici
antibiyotik uygulamasinin ilag prospektisinin
disina cikilarak yapilmasi ve arinma surelerine
dikkat edilmemesi sonucu, stite yogun miktarlar-
da antibiyotik gegisi meydana gelmektedir (32).
Genel bagliklar altinda sutte antibiyotik kalintisi
bulunma sebepleri olarak asagidakileri siralaya-
biliriz.
o Prospektls bilgilerine uyulmaksizin antibiyo-
tik uygulamasi
e Tedavi edilen hayvanin kayitlarinin tutulma-
masi
e ilag klirensinin uzamasi
e Sit sagim ekipmanlarinin antibiyotiklerle kon-
taminasyonu
o Kontamine suttn, saghkh sutlerin bulundugu
tanklara ilavesi
e Sadece antibiyotik uygulanan meme lobunda
ilag kalinti surelerine uyulmasi ve diger lob-
lardan sagilan sutlerin tiketime sunulmasi
e Kuru dénemde tedavi uygulanan hayvanin
erken dogum yapmasi ve ilag arinma suresi
dolmadan laktasyonun baglamasi
e llag verildigi bilinmeyen laktasyondaki hay-
vanlarin satin alinip sagiimasi
¢ Birden fazla antibiyotigin kombine kullaniima-
si (10).
Antibiyotiklerin siite gecis mekanizmasi ve
bunlara etkileyen faktorler
Meme dokusunda bulunan kan-sit bariyeri has-
talik durumunda permabilitesini degistirerek an-
tibiyotiklerin sute gegisine izin verir. Antibiyotik-
lerin st salgisina; pasif diftizyon, ortak tasiyici,
interselltler difizyon ve pH farklilik teorisi ile
gectigi bildirilmigtir (30). Bir arastirmada masti-
tisli ve saglam memeye, meme ici antibiyotik
uygulamasi yapilmis, saglam memeden sagilan
sutle mastitisi memeden sagilan sut érnekleri
karsilasgtirilmig ve mastitisli memeden sagilan
sutte daha fazla miktarda antibiyotik kalintisi
tespit edilmistir (17). Sutlerde kalinti sorununun
%90’ mastitis tedavisinde meme igi antibiyotik-
lerin kullaniimasi ve sttlerin antibiyotiklerden
arinma surelerine uyulmadan tiketime sunul-
masindan kaynaklanmaktadir (41). Antibiyotikle-
rin sute gegisini etkileyen birtakim faktorler var-
dir. Bunlar; hayvanin antibiyotiJe maruz kalma
suresi, antibiyotigin tirl, dozu ve formulasyonu,
antibiyotigin verilme yolu, hayvanin irki, meme-
nin saglik durumu, sagim sayisi ve mevsimlere
bagh olarak degisebilmektedir (17).



Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(2), 169-178, 2018

Maksimum kalinti limitleri (MKL)

Glnumuizde bilingsiz ve yersiz ilag kullanimini
takiben birgok sorun meydana gelmektedir. Bu
sorunlarin en énemlisi ve en basta geleni, top-
lum saghginin olumsuz etkilenmesidir. Bunlarin
onlenmesi amaci ile gesitli otoriteler tarafindan
kalinti standartlarinin  belirlenmesi gindeme
gelmistir. Maksimum kalinti limitleri hem insan
tiketimine, hem de hayvan tlketimine sunula-
cak gidalar igin izin verilebilir veteriner ilaci veya
metabolitlerin miktarlarini belirlemektedir (44).
Bazi farmakolojik ajanlarin ise gida degeri tasi-
yan ve sagilan hayvanlarda kullanimlari tama-
men yasaklanmistir (33). Kalinti sorununun ya-
rattigi ve yaratacagi etkilerin ortadan kaldirilma-
sI ya da en az seviyelere c¢ekilebilmesi igin,
Diinya Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) biinyesin-
deki Codex Alimentarius komisyonu tarafindan
yapilan bilimsel ¢alismalar sonucunda, veteriner
ilaclari icin cesitli organ ve dokulardaki Maksi-
mum Kalinti Limitleri (MKL) belirlenmektedir (2).
Codex Alimentarius Komisyonu 1985 yilindan
bu yana gidalarda bulunabilecek c¢esitli farma-
kolojik etkili ajanlar i¢in kalinti standartlari belir-
lemekte ve bu standartlari bilimsel veriler 1s131n-
da glincellemektedir (11). Bu limitlerin belirlen-
mesindeki en temel amag, gesitli kimyasallardan
arinmis ya da kimyasallar yoninden belirli mik-
tarlari iceren saglikh gidalara toplumlarin ulaga-
bilmesini saglamaktir. Eger bu limitler surekli
olarak asilirsa ve kalinti izleme programlarina
yeterince 6nem verilmez ise, gelecekte toplum
sagligi yonunden buyik tehlikeler bizleri bekle-
mektedir (2). Tablo-4 da baz antibiyotikler icin
MKL gosterilmistir (34).

Antibiyotik kalintisinin tespitinde kullanilan
yéntemler

Gidalarda antibiyotik kalintilarinin saptanmasi
amaci ile kalitatif ve kantitatif yontemler mevcut-
tur. Bunlar dort ana kategoride; mikrobiyolojik

Harun HIZLISOY

inhibisyon analizleri, immunolojik yéntemler,
biyosensdrler ve kromatografik yontemler olarak
siniflandiriimaktadir (16). Yapilan bir arastirma-
ya goére gidalarda antibiyotiklerin belirlenmesin-
de kullanilan analitik yontemlerin tercih edilime
oranlari; %38 Liquid Chromatography/Mass
Spectrometry (LC/MS), %18 Liquid Chromatog-
raphy/Ultraviolet (LC/UV), %18 Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), %8 Biyosensor-
ler, %6 Elektroforezis ve %12 si ise diger analiz
metotlari vasitasi ile gergeklestiriimektedir. Yine
bagka bir arastirmada ise gidalarda bulunan
antibiyotik gesitleri Tablo-5 de goérilduga Gzere
bir dagihm géstermektedir (5).

Tablo 5. Gidalarda tespit edilen antibiyotik tdrleri (5)

No Antibiyotikler Dagilim (%)
1 Sulfonamidler 20
2 Kinolonlar 19
3 Aminoglikozitler 15
4 Fenikoller 15
5 B-Laktamlar 15
6 Digerleri 16

1. Mikrobiyolojik inhibisyon analizleri: Mikro-
biyolojik inhibisyon analizleri, genellikle numu-
nedeki mikroorganizma ve antibiyotik etkilesimi
sonucu sekillenen kalitatif ve yari kantitatif me-
totlardir. Bu analizlerin avantajlari; dusuk mali-
yetli, guvenilir ve kolay uygulanabilir olmalaridir.
Mikrobiyolojik inhibisyon testleri ¢ok genis bir
spekturumda antibiyotik testleri i¢in kullanilan ve
ortalama U¢ saat gibi bir sirede sonug¢ veren
yontemlerdir (16). Mikrobiyolojik inhibisyon ana-
lizinde, kati veya sivi ortamda test mikroorganiz-
malarinin standart kaltara kullanihr. Bu kultarle-
re 6rnek olarak; Geobacillus stearothermophilus
var. calidolactis, Bacillus subtilis, Bacillus mega-
terium, Sarcina lutea, Escherichia coli, Bacillus

Tablo 4. Bazi antibiyotikler icin maksimum kalinti limitleri (34)

Antibiyotik Maksimum Kalinti Limiti
Ampisilin 4 mg/kg
Benzilpenisilin 4 mg/kg
Eritromisin 40 mg/kg
Gentamisin 100 mg/kg
Kanamisin 150 mg/kg
Klavulanik asit 200 mg/kg
Seftiofur 100 mg/kg
Streptomisin 200 mg/kg
Tetrasiklin 100 mg/kg
Trimetoprim 50 mg/kg
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cereus ve Streptococcus thermophilus bakterile-
ri gosterilebilir (5). Analiz edilmek igin alinan sut
numunesi agar yuzeye uygulanir ve ortam igeri-
sindeki numunenin yayillmasi i¢in plaklar inkd-
basyona birakilir. E§er numune antibiyotik igeri-
yor ise test edilen mikroorganizmalarin gelisim-
lerinin baskilandigi gézlemlenir (24).

2. Biyosensorler: Biyolojik sistemle kombine
edilen sensor sistemleridir. Biyosensor, biyolojik
molekillerin veya sistemlerin segimlilik 6zellikle-
ri ile modern elektronik tekniklerin islem yetene-
ginin birlestiriimesi sonucu geligtirilen biyoanali-
tik cihazlardir. Bir biyosensor, temel olarak bir
biyoalgilama materyali ve bir transduser igerir.
Biyosensodrler, biyolojik ve kimyasal etken mad-
delerinin tespitinde kullaniimaktadirlar (6). Ayri-
ca, tarimsal Uretim, gida igleme, gevresel izleme
faaliyetlerinde, hayvanlarda ve gidalarda, pesti-
sitler, antibiyotikler, patojenler, toksinler ve daha
fazlasini hizli, spesifik, hassas ve disik mali-
yetli bir bicimde tespit edebilirler (43). Gida ala-
ninda, biyosensorler, gida bilesenlerinin kalite
kontrolleri ve gida guvenlidi icin mikrobiyal ve
kimyasal igeriklerin tespiti gibi bircok uygulama
alani bulmuslardir (19).

3. immunolojik yéntemler: immunolojik yon-
temler; hassas, segici ve basit olmalari yaninda
uygulama maliyetleri agisinda hesapli, kantitatif
ve yari-kantitatif ydontemlerdir. Bu analizler gida
kalintilarn hakkinda genis bilgi verirler. Bu 6zel-
liklerinden dolayi genis kullanim alani bulmakta-
dirlar (16). immunolojik yéntem, antikor ve anti-
jen arasindaki spesifik reaksiyon sonucuna da-
yanmaktadir. Enzyme-Immuno Assay (EIA) ve-
ya ELISA gibi immonolojik yontemler, fiziksel ve
kimyasal yontemlere gore hizli, kolay ve g¢ok
ornekle calisilan yontemlerdir. Bu yontemler,
hedef molekiile 6zel olarak gelistirilmis antikor-
larin kullaniimasi nedeni ile yiksek hassasiyete
sahiptir (24), ylksek glvenirlikte sonug verir ve
numune hazirlanmasi bakimindan kolay yodn-
temlerdir. Birden fazla antibiyotik kalintisinin
aynl anda ve hizli bir sekilde tespitine olanak
saglar (42).

4. Kromatografik yontemler: Kromatografi, bir
karisimda bulunan maddelerin, biri sabit, digeri
hareketli faz olmak Uzere birbirleriyle karisma-
yan iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve saflastiril-
masi yontemidir. Yontem; karisimin goézenekli
bir ortamda ve hareketli bir ¢ozicl etkisiyle,
karisim bilesenlerinin farkli hareketleri sonucu
birbirinden ayrilmasi olgusuna dayanir. Hareket
eden faza hareketli faz, bahsedilen gbézenekli
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ortama ise adsorban veya sabit faz denir (36).
Sitte kalinti tespitinde kantitatif olarak; Liquid
Chromatography (LC), Gas Chromatography
(GC), Thin Layer Chromatography (TLC) ve
High Pressure Liquid Chromatography (HPLC)
sik kullanan kromatografik y&ntemlerdendir
(27).

Siitte antibiyotik kalintilarinin neden olabile-
cegi sorunlar

Sitte antibiyotik kalintisi belli basl sorunlari da
beraberinde getirmektedir. Bu sorunlar; ilag
alerjileri, farmakolojik etki, karsinojenik etki, gida
endustrisine etkisi, direngli suglarin ortaya ¢ik-
masi, cinsiyet 6zelliklerinin degismesi ve gastro-
intestinal sistem mikrobiyotasindaki degisiklikler
olarak belirtilmistir (46).

1. Saglkla ilgili sorunlar: ilaclarin blyik bir
kismi, badisiklik sistemini uyararak farkli tipler-
de alerjik tepkimelere yol agmaktadir. Ayni sekil-
de bu ilaglari iceren sitleri tiketen bireylerde de
bu tip alerjik reaksiyonlar meydana gelebilmek-
tedir. Penisilinlerin ¢ok klgUk dozlari anaflaksi
sonucu Olimlere yol agabilmektedirler (25). Klo-
ramfenikolleri uzun siire ve disuk dozlarda alan
bireylerde, 6limcill olabilecek derecede kemik
iliginin baski altina alinmasi sonucu aplastik
anemi sekillenebilmektedir (3).

Bakterilerde protein sentezini engelleyen oksi-
tetrasiklin ve kloramfenikol gibi antibakteriyel
ilaglar, memeli lenfositlerinde de protein sentezi-
ni engelleyerek bagisiklik sisteminin baskilan-
masina neden olmaktadir. Bunun sonucunda
uzun sureli antibiyotik kalintisi iceren gidalari
tuketen kisilerde enfeksiyon tehlikesi gézlenebil-
mektedir (31).

Fransa’da 1990 yilinda klenbuterol tedavisi go-
ren danalarin karacigerini tiketen 22 kiside,
klenbuterol’'lin farmakolojik etkisine rastlanmistir
(26). Deney hayvanlarinda yapilan c¢alismalar
sonucu karsinojenik etkiye sahip ilaglarin, gida
degeri tasiyan hayvanlara uygulanmasina izin
verilimemektedir. Karsinojenik etkiye sahip ilag
kalintisi iceren gidalarin tiketiimesi sonucu,
tuketen bireylerde de ayni etki meydana gelebil-
mektedir. Karsinojenik etkiye sahip ilaglar; klo-
ramfenikol, nitrofuranlar, imidazoller, bazi slfo-
namidler ve kolsisin olarak siralanabilirler. Ba-
girsak mikrobiyotasinda bulunan bakteriler sin-
dirime yardimci olmanin yani sira denge unsuru
olarak patojen bakterilerin dominant hale gec-
melerinin éndnde ¢ok gugcli bir engel teskil et-
mektedirler. Bagirsak mikrobiyotasinda 400°’den
fazla bakteri turd mevcuttur. Antibiyotik kalintisi
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iceren gidalari tiketen bireylerde 6zellikle; Bac-
teroides spp., Fusobacterium spp., Eubacterium
spp., Clostridium spp., Ruminococcus spp.,
Peptostreptococcus spp. ve Peptococcus spp.
arasindaki ekolojik denge bozulmakta ve pato-
jen mikroorganizmalarin ¢ogalip hastalik olus-
turmasina zemin hazirlanmaktadir (46).

2. Direngli suslarin gelisimi: Mikrobiyel direng,
bakterinin antimikrobiyel ilaglara karsi gosterdigi
bakterisidal veya bakteriyostatik etkisini ortadan
kaldirmasidir. Antimikrobiyal direng gelisimi ve
yayllimi, amacina uygun olmayan bigimlerde
kullanilan antibiyotikler neticesinde hiz kazan-
mistir (2).

Sitte antibiyotik kalintisinin en énemli sorunla-
rindan birisi de direncgli suslarin gelismesi ve
hastallk durumunda antimikrobiyal tedavinin
sonug¢ vermemesidir. Antibiyotik kalintisi igeren
sutleri surekli olarak tliketen bireylerde patojen
mikroorganizmalarin direng kazanmalari kaginil-
mazdir (7). Surekli antibiyotik uygulanan ve bu
hayvanlardan elde edilen gidalar tiketime su-
nuldugunda, zehirlenmelere sik rastlaniimakta-
dir. Bunun sebebi direngli mikroorganizmalarin
gidadaki mevcudiyeti ve immun sistemin bu di-
rengli mikroorganizmalari bertaraf edememesi-
dir (46). Mikroorganizmalarda direng; dogal ve
kazaniimis olarak meydana gelmektedir. Dogal
direng; kalitsal 6zellikte olmayan, mikroorganiz-
manin yapisindan kaynakli diren¢ seklidir. Anti-
mikrobiyel maddenin bakteride baglanacagi he-
def molekul olmadigindan bakteri dogal olarak
direnglidir. Ornegin birgok Gram negatif bakteri
vankomisine ve metisiline, enterokoklar da sefa-
losporine duvar yapilarindan dolayi dogal direng
gOsterirler. Kazaniimis direng ise sonradan ka-
zanilan direng tipidir. Kazanilmig direngte bakte-
riler, antimikrobiyal madde ile ilk temasinda etki-
lenmektedirler. Bu durum sureklilik arz ederse
antimikrobiyel diren¢ sekillenir. Antimikrobiyelle-
re direncin esas kaynagini kazanilmig direng
sekillendirmektedir. Genetik direng, kromozom,
plazmid ve transpozon kontrollinde olmakla be-
raber, mikroorganizmalar bunlarin birini ya da
birkacini kullanarak direncli hale gelebilmektedir
(23).

3. Ekonomik sorunlar: Artan diinya niifusunun
besin gereksinimlerini kargilamak igin gida Ureti-
mini artirmaya yonelik yontemler gelistiriimekte-
dir. Entansif hayvan vyetistiriciligi bu yéntemler-
den birisidir. Mevcut kaynaklarin sinirli, insan
ihtiyaclarinin sinirsiz olmasi ve bu kaynaklarin
kot Uretim sonucu kullanilamamasi ekonomik
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kayiplara yol agmaktadir. Bu durum sut Uretimi
yapan ciftliklerde de benzerlik gostermektedir.
Uretilen sitlerin antibiyotik kalintisi igermesi ve
endustriyel olarak situn, sat drtinlerine donusta-
rilememesi blylk bir sorun olarak karsimiza
¢lkmaktadir. Antibiyotik kalintisi igeren sitlerde
bakteri kulturleri baskilanmakta ve sutlerden
fermente sit Urlnleri elde edilmesini zorlastir-
maktadir. Ozellikle peynirde birgok kusurun
meydana gelmesine sebep olmaktadir. Bunlarin
kotu tat olusumu, istenmeyen tekstir olusumu,
arzu edilmeyen sekilde gbézenek olusumu ve
istenmeyen bitirik asit fermantasyonlarinin
meydana gelmesi seklinde oldugu bildiriimekte-
dir (46).
Sutte antibiyotik kalintilarinin  ayni zamanda
starter olmayan laktik asit bakterilerini de inhibe
ettigi ve ¢ig sutten Uretilen peynirlerde daha az
tat ve aroma olusumuna sebep oldugu bildiril-
mektedir (11). Ozellikle penisilin grubu antibiyo-
tikler sut endustrisinde starter kalturlerin aktivite-
leri Gzerine olumsuz etkilidirler. Sutte bulunan
0.01 IU/mL penisilin degerinin asit UGretimini ge-
ciktirdigi ve starter kilturlerin Gremesinin blylk
Olgiide engellendigi saptanmistir. SGtin penisi-
lin kalintilari yénunden guvenilir ve tiketilebilir
olmasi igin ise bu degerin 0.005 IU’den fazla
olmamasi gerektigi bildirilmigtir (8).
Sonug ve Oneriler
Gidalarda antibiyotik kalinti probleminin ¢dézimu
icin birtakim énlemlerin alinmasi gerekmektedir.
Bu dnlemler ana basliklar seklinde;
e Ureticilerin bilgilendiriimesi ve kayit tutmala-
rinin saglanmasi,
e ilag takip sisteminin olusturuimasi, recetesiz
ilag satisinin éniine gegilmesi
e Yetigtiricilerin antibiyotiklere kolay ulasabil-
mesinin engellenmesi
e (Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhg: tarafin-
dan kalinti izleme programinin etkinliginin
artirilmasi
e Hekimlerin duyarli olmasi, gereksiz antibiyo-
tik uygulamalarindan kaginmasi
e Siit toplama merkezlerinin standardizasyonu
e Hizhh sonu¢ veren test kitlerinin kullanimin
yayginlastiriimasi,
olarak siralanabilir.
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Genel Bakis: Eksozomlar ve Bazi Parazit Protozoon Enfeksiyonlardaki Rolleri
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Ozet: Ekstraselller vezikiiller (EVs), eksozomlar da dahil olmak {izere hiicreler arasi dogrudan temas olmadan bilgi
alis verigini mumkuin kilan hicresel iletisimin temel araglarindan biri olarak bilinmektedirler. Eksozomlar, multivezikdl
cisimlerin (MVBs) plazma membrani ile kaynasmasindan sonra salinan, 30-100 nm ¢apinda endositik kdkenli nano
keseciklerdir. EV'ler, gok yakin zamana kadar sadece hiicresel metabolizmanin bir yan Griinu olarak goérilirlerdi. An-
cak son zamanlarda yapilan yeni kesifler ve Uretilen yeni bilgiler bu alginin degismesine yol agmistir. Bu yeni kesiflerde
EV’lerin hicre-hicre iletisimi, sinyal iletimi, genetik materyallerin taginmasi ve immun yanit modulasyonu gibi genis bir
biyolojik aktivite yelpazesinde yer aldiklari gosterilmistir. Farkli kokenlere sahip olan bu vezikiller, dizenleyebildikleri
proteinler, DNA, mRNA'lar ve miRNA'lar gibi biyoaktif molekiilleri kendi kargolariyla hedef hiicrelere tasirlar ve hastalik
patogenezinde de dnemli rol oynarlar. Yakin zamandaki ¢alismalar, Malaria, Chagas hastaligi ve uyku hastaligi gibi
insan hastaliklarindan sorumlu olanlar da dahil olmak Uzere hiicre igi ve hlcre digi gelisim agsamalarinda protozoon
parazitlerin de benzer mekanizmalari kullandiklari gosterilmistir. Protozoon parazitler, kendi populasyonlari igerisinde
iletisim kurmak, buylimeyi tesvik etmek, bulasmaya neden olmak, konagdin bagisiklik sisteminden kagmak ve mikro
gevreyi maniplle etmek icin hicre disi vezikilleri salgilamaktadirlar. Mevcut veriler 1s1ginda, hastaliklarin teshisinde bir
marker, tedavide hedeflenen bir terapétik ajan olarak gortilmenin yaninda konak patojen iligkisi, ilag direngliligi ve asi
gelistiriimesinde kullanilabileceklerine dair genis ve 6nemli bir bakis agisi saglamistir. Bu derlemede eksozomlarin
biyogenezi, kompozisyonu ve bazi protozoon infeksiyonlardaki farkli rolleri Gzerine giincel bilgilerin sunulmasi amac-
lanmistir.

Anahtar kelimeler: Eksozomlar, ekstraseliler vezikiller, parazit, protozoon

An Overview: Exosomes and Their Roles in Some Parasite Protozoan Infections

Summary: Extracellular vesicles (EVs) are known to be one of the basic tools of cellular communication, making it
possible to exchange information without direct cell-to-cell contact, including exosomes which are endocytic nano vesi-
cles, 30-100 nm in diameter, released after the fusion of multivesicular bodies (MVBs) with the plasma membrane.
EVs, until very recently, were only seen as a by product of cellular metabolism. However, recent discoveries and new
information have led to this change. In these new discoveries, EVs have been shown to be involved in a wide range of
biological activities such as cell-cell communication, signal transmission, transport of genetic material and immune
response modulation. These vesicles, which have different origins, carry bioactive molecules such as proteins, DNA,
mRNAs and miRNAs, and they can regulate to their target cells with their own cargoes and play an important role in
disease pathogenesis. Recent studies have shown that protozoan parasites use similar mechanisms in intracellular
and extracellular developmental stages including those responsible for human diseases such as Malaria, Chagas dis-
ease and sleeping sickness. The protozoan parasites secrete extracellular vesicles to communicate within their popula-
tions, encourage growth, cause transmission, run away from the immune system of the environment, and manipulate
the microenvironment. In the light of available data, a marker in the diagnosis of diseases has provided a broad and
important view that they can be used as a therapeutic agent targeted in therapy as well as in host pathogen associa-
tion, drug resistance and vaccine development. In this review, it is aimed to present current information on the biogene-
sis, composition and different roles of exosomes in some protozoan infections.

Key words: Exosomes, extracelular vesicles, parasite, protozoa

Girig

Hicrelerarasi iletisimde gorev yapan eksozom-
lar, ilk olarak Pan ve Johnstone tarafindan 1983
yilinda tanimlanmigtir. Bu arastiricilar, yaptiklari
galismalarinda koyun retikUlositlerinin eritrositle-
re dénldsmesi sirasinda, transferrin reseptoru-
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ndn kaybini ve transferrin reseptérinin endozo-
mal orijinli nanovezikillere donustiguni kegsfet-
mislerdir (57). Hucrelerin, iglevlerini strdirmek
amaciyla birbirleriyle iletisim kurduklari bilinmek-
tedir. Hacre ici iletisim, hlicre-hlcre temasi veya
lipidler, proteinler, nukleotidler gibi salgilanan
spesifik molekullerin degisimi yoluyla gercekle-
sebilir (63). Son yirmi yilda, hicreler arasinda
etkilesim icin yeni bir mekanizma olarak plazma

179



Eksozomlar ve protozoon enfeksiyonlar...

zarindan koken alan ekstraselliler vezikdllerin
(EVs) kesfi, dkaryotik hiicrelerdeki 6nemli biyo-
lojik rollerinin anlagilmasina yardimci olmustur.
EV'ler, fosfolipid cift katmana bagl olusumlar
olup, 0.1-1 ym arasinda buyuklik gdsteren na-
no vezikullerdir. Bu veziklller neredeyse tim
hicre tiplerinden izole edilmektedir (7). Bunlar
ayrica tukrik, kan, anne sutd, idrar, beyin omu-
rilik sivisi, bronko alveolar lavaj sivisi ve sperma
gibi vicut sivilarinda da bulunmaktadirlar (6,7).
Proteinler, lipidler ve nulkleik asitleri tasiyan
EV'ler ¢esitli fonksiyonlar, morfolojik 6zellikler ve
biyogenez yollari agisindan siniflandiriimaktadir
(79). Bu hucre digi kesecikler, hiicresel kaynak-
larina gore eksozomlar, multivezikil cisimler
(MVBs), apoptotik cisimler, retroviris benzeri
cisimler olarak adlandiriimaktadir (19). EV’ler,
vektorlerle bulasan parazitlerin yagsam déngule-
rinin eseyli ve eseysiz gelisme evrelerinde, pa-
razitin degisik stratejiler gelistirerek degisik or-
tamlarda kalici olmalarina katki saglarlar. Bu tur
karmasik yasam doéngusu stratejileri, degisen
cevrelere hizli adaptasyon gerektirir, parazitler
bu degisikliklere cevap vermek ve konakta kali-
cilik saglamak igin cesitli stratejiler gelistirmistir.
EV'ler, konadin bagisiklhk yanitlarini duzenle-
mek ve parazit populasyonunda algilama meka-
nizmalan saglamak icin parazit konak etkilesi-
minde belirgin bir rol oynamaktadir. Apicomp-
lexan parazitlerden Plasmodium, Babesia,
Cryptosporidium, Isospora, Sarcocystis ve
Toxoplasma, kinetoplastid parazitlerden Trypa-
nosoma  cruzi, Trypanosoma  gambien-
se,Leishmania spp.’lerde eksozom veya ekso-
zom benzeri vezikillerin varligi ve patojenitesi
ile ilgili galismalar yapilmistir (47,53).
Eksozomlarin biyogenezi

Eksozomlar, endolizozomal yolagin bir pargasi
olarak olusurlar; bu yol endositik vezikiller, er-
ken endozomlar, ge¢ endozomlar ve lizozomlar-
dan olusmaktadir (39). ilk basamak, hiicre yu-
zeyindeki proteinlerin, kathrin bagimh veya
kathrin bagimsiz bir sekilde ortaya cikabilen ice
tomurcuklanma suregleri ile endositozu igermek-
tedir (76). Olusan endositik vezikiller, hafif i¢
asidik pH'ya sahip olan ve hiicrenin disinda bu-
lunan erken endozomlara aktarilir. Erken endo-
zomlar protein maddesini degistirerek ve buna
bagli olarak i¢ asidik pH'yl azaltarak ge¢ endo-
zomlara donusdrler (77). MVB'leri olusturmak
icin, cekirdegin yakininda bulunan ge¢ endo-
zomlar, intraluminal vezikullere (ILVs) yol agan
endosomal limenlere gegerler. Ayni hiicre igeri-
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sinde farkl kolesterol dlzeylerine sahip MVB
populasyonlarinin bir arada bulunmasi iki farkli
sonu¢ dogurmaktadir. Kolesterol bakimindan
zengin MVB'ler, ekzozomlari serbest birakmak
icin plazma membrani ile kaynasirken, koleste-
rol agisindan zayif MVB'ler, lizozomal yolakta
proteinleri bozmak igin lizozomlarla kaynasma
egilimindedir (Sekil 1) (63).

MVB'lerden eksozom olusumu, su ana kadar
tanimlanmis iki yolla gergeklesmektedir: 1.
ESCRT (tasinma icin gerekli endozomal sirala-
ma kompleksleri) ve 2. ESCRT'den bagimsiz
mekanizmadir. ESCRT'ye bagli mekanizma,
ESCRT-O0, I, Il ve Il gibi alt yapilan tarafindan
gerceklestiriimektedir. ESCRT-0 kompleksi,
hem ubikitlesmis proteinleri endosomal memb-
randa tanimlar ve ayirir. ESCRT-| ve ESCRT-II
kompleksleri membran tomurcuklanmasina yar-
dimci olurlar. ESCRT-IIl ise MVB'ler iginde
ILVS'in boélunmesiyle tomurcuklanma sdrecini
tamamlar (63). Son yillarda eksozomlarin biyo-
genezi ile ilgili bircok calisma yapilimis olsa da
bu mekanizmalar halen belirsizligini korumakta-
dirlar.
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Eksozomlarin kompozisyonu

Eksozomlar proteinler, karbonhidratlar, lipidler
ve nukleik asitler gibi birgok biyomolekiilleri icer-
mektedir. Eksozom kompozisyonu dinamiktir ve
hlcrenin kokenine, fizyolojik ve patolojik duru-
muna ve hatta hlcresel salinma bdlgesine bagl
olarak degisiklik gostermektedir (68).

EV kompozisyonu, yogunluk ve boyutlarina go-
re farklihk géstermesi nedeniyle, farkh tiplerinin
ayirt edilmesi de ¢ok zordur. Bu zorluklar, belirli
belirteglerin olmamasi nedeniyle artmaktadir.



Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(2), 179-189, 2018

Bu nedenle, farkli EV alt populasyonlarinin bile-
simine veya kokenlerine gére ayirt etme ve saf-
lastirma ydntemleri gelistiriimesi buiyuk bir zor-
luktur. Dahasi hicreler, farkli kompozisyona
sahip ayni tip EV’leri ayni anda salabilirler. Bu
durum, farkli MVB alt populasyonlarinin varhgini
veya MVB'ler iginde farkh ILV tiplerinin varhigini
yansitir. Bu gesitlilige bir 6rnek, apikal ve bazo-
lateral ylzeylerden farkli protein kompozisyonu
ile eksozomlar salgilayan epitel hicrelerinde
gosterilmigstir. Aslinda hicreler, tim MVB icerigi-
ni tek seferde serbest birakmazlar ve potansiyel
olarak hicre ylzeyinin tanimlanmis bdlgelerin-
de lokal salinima izin verirler. Son gelismeler
belirli EV ¢esitlerinin uretiminin engellenebildigi-
ni goéstermistir. Ornegin, protein Rab27a'nin
inhibisyonu, CDG63, 1s1 sok proteinleri 70
(HSP70), tumor susceptibility gene 101
(TSG101) ve Alix igeren eksozomlarin bir alt
grubunun salgilanmasini azaltmaktadir. Buna
karsilik Rab27a’nin inhibisyonu, CD9 ve milk fat
globule-EGF factor 8 proteini (MFGES8) tasiyan
vezikillerin  salgilanmasini  etkilememektedir.
Farkli eksozom populasyonlarinda molekiiler
kompozisyon ve igaretlerin dagilimini karakteri-
ze etmek icin daha fazla analiz gerekmekte-
dir. EV'ler, yaygin olarak bir dizi proteini CD9,
CD63, CD81, Alix, Rab11, TSG101 (tumor sus-
ceptibility gene 101), HSP70 ve 90, Annexin 1
ve 2 ile intercellular adhesion molecule 1 (ICAM
-1) bldnyelerinde barindirirlar. Ayrica eksosom-
lar, ayni zamanda tetraspanin proteinler gibi
farkl proteinleri de igerirler. Ornegin, T hiicrele-
rinden alinan eksozomlar T hicre reseptori
(TCR) ve yardimci uyarici molekiilleri igerirken,
B hicrelerindeki eksozomlar B hiicre reseptori
(BCR) igerir (Sekil 2) (9,25).

Eksozomlarin protein icerigi, ¢esitli hiicre tipleri
ve vucut sivilarindan gesitli tekniklerle (6rnegin;
Mass Spectrometry (MS), Western Blot, flore-
sanla aktive hlcre ayirma teknigi ve immunoe-
lektron mikroskobu) kapsamli bir sekilde analiz
edilmigtir. Bu tekniklerlerle yapilan detayli prote-
omik analiz sonucunda eksozomal proteinlerin
(yaklasik 19 protein) genel yapilari ortaya kon-
mustur (54). Bu analiz i¢in dendritik hucreler
(71), melanom hicreleri (55), idrar (23,60), mik-
roglia (62), mast hicreleri (75), kolorektal kan-
ser hdcreleri (11,54), mezotelyoma hicreleri
(27), beyin timorid (24), oligodendrositler
(43,44), trakeobronsiyal hicreler (40), hepato-
sitler (15), ndroglia hucreleri (20), plazma (46),
anne sutd (1), meme kanseri hicreleri (69), ti-
karuk (22) ve embriyonik fibroblast hicreler ku-
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laniimigtir (38).

Ote yandan eksozomlarda yaygin olarak gori-
len bir sitozolik protein sinifi da eksozom bagla-
ma ve membran flzyonunu duzenleyen en ku-
gUk guanozin trifosfataz (GTPaz) ailesinden
olan Rab proteinleridir (55). Aktif Rab’lar, vezi-
kil naklinde rol oynayan proteinler ve vezikil
flzyonunu akseptdér membranlarla regiile eden
protein kompleksleri ile etkilesirler (16). Erken
endozomlarda lokalize olan Rab5, endositoz ve
klatrin kapli vezikillerin endozom flizyonuna
aracilik eder. ilging olarak, yesil floresan protein
(GFP) etiketli endozomal GTPazlarin kullanildi-
g1 calismalarda, Rab GTPazlarin, farkli fonksi-
yonlara sahip membran alanlarinin ayrilmasin-
da gorev aldigi gosterilmistir (70). Rab’lara ek
olarak, eksozomlar membran gecirgenlidi ve
fizyon olaylarina yardimci olan anneksinler ba-
kimindan (anneksinler 1, 1l, IV, V, VI, VIl ve X1)
zengindir (21).

Eksozomlarin lipid kompozisyonlari, hicre ko-
keninin karakteristigini yansitir ve eksozom bi-
yogenezinde hayati bir rol oynarlar (12). Lipid
kompozisyonu ile ilgili analizler, dendritik hicre-
lerinde, mast hicrelerinde (45), retikilositlerde
(78) ve B hucrelerinde (80) uretilen eksozomlar
ile gergeklestiriimistir. Eksozomlar; fosfatidilse-
rin, sfingomiyelin, kolestrol ve seramid gibi spe-
sifik lipidleri de tagimaktadirlar. ilging olarak,
MVB'lerin dahili membranlarinda, lizofosfatidik
asit (LBPA) gibi lipidlerle zenginlestirilmis oldu-
gu gosterilmigtir (42). LBPA eksozom biyogene-
zinde, 6zellikle de ILV olusumunda ve endozo-
mal kolestrolln kontrolinde dnemli bir rol oyna-
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Sekil 2. EV’lerin genel kompozisyonu (13)
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Parazit protozoon infeksiyonlarinda ekstra-
seliiler vezikiiller

Dinyada paraziter hastaliklar insan ve hayvan
sagligi agisindan ¢ok 6énemli olup, buyik ekono-
mik kayiplara yol agmaktadirlar (35). Diinya
Saghk Tegkilati “Tek Saglik” konsepti gerceve-
sinde O&zellikle son vyillarda bu konu u{zerine
odaklanmis projeler ve mucadele stratejileri ge-
listirmigtir. Dinyada milyarlarca insan halen so-
nu Olumle biten birgok parazitik hastaliga maruz
kalmaktadir. Bunlar arasinda ¢ok sayida ortaya
cikan (emerging) ve/veya yeniden ortaya c¢ikan
(remerging) karakterli patojen protozoon (gogu
vektor-borne ve/veya zoonotik karakterli) insan-
larda ciddi infeksiyonlara yol agmaktadir. Bunla-
rin dnemli bir kismi, dnemli ve agir klinik tablolar
ile yiksek oranda délimlerden sorumlu tutulmak-
tadir. Maalesef, bu infeksiyonlar ¢cogunlukla yok-
sul bélgelere 6zgl oldugu igin ihmal edilmekte-
dirler (30,36,37). Bu derleme ile alakal olarak,
parazit hastaliklarinda, hem parazit-parazit etki-
lesimlerinde hem de parazit konak etkilesimle-
rinde etkili olan EV’lerin salinimina dair elde
bilimsel veriler sunulmaktadir. EV’ler, konak
vicuduna giren patojenin vicut igerisinde yayili-
minda ve konak bagisiklik sistemlerinin duzen-
lenmesinde Kkilit oyunculardandir. Paraziter hiic-
relerden EV salinimi, bir dizi paraziter infeksi-
yon Uzerinde ¢alisiimigtir (49).

"ilkel hayvanlar" anlaminda olan protozoonlar,
lokomosyonlarina gére 4 ana gruba ayriimis,
oldukga karmasik bir organizma grubudur: amo-
eba, flagellates, ciliates ve sporozoa’dir. Yakla-
sik 11.000 farkh turle, 70’i insani etkileyen para-
zit protozoonlar farkli konaklar arasinda siklikla
degisen karmasik yasam dongusu gdsteren tek
hicreli 6karyotik organizmalarin farkh bir grubu-
nu olusturmaktadir. Amoebiasis, Malaria, Afrika
ve Amerikan trypanosomiasis, leishmaniasis,
toxoplasmosis, coccidiosis, cryptosporidiosis,
theileriosis gibi hastaliklar dinyada farkh ulke-
lerde her yil yiz milyonlarca klinik vakadan so-
rumludur (31). Burada EV'lerle ilgili veriler, api-
kompleksan ve kinetoplastid protozoonlar Gzeri-
ne yogunlastiniimigtir (49).

Hangi patojenler EV salinimi yapiyor?

EV salinimi, 6karyotik protozon parazitlerin hem
hlcre digi gelisme dénemlerinde hem de konak
hicre iginde bulundugu gelisme ddénemlerinde
yapilmaktadir (Sekil 3). Dolayisiyla EV’ler, hiicre
disi patojenler tarafindan salinanlar ve hicre igi
patojenler tarafindan uretilenler olarak iki gruba
ayrilirlar. Bazi protozoon patojenler, hem hicre
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ici hem de hicre digi formlarda var olabilirler ki,
bdyle patojenler her iki durumda da vezikiller
Uretebilir veya hucre ic¢i bir durumda EV'lerin
konakta Uretiminde artisa neden olabilir-
ler. Trichomonas vaginalis, Trypanosoma cruzi,
Leishmania spp. ve ayrica helmintler gibi ekst-
raselller parazitler de EV salgilarlar (50,66,73).
Hucre ici patojenlerle enfekte edilmis insan hiic-
relerinden Plasmodium falciparum, Toxoplasma
gondii ve Leishmania spp. gibi parazitler hem
konak hem de parazit proteinleri iceren EV'leri
salgilar (5,10,48,52,61,65).

Ekstraseliiler parazit EV'lerde neler bulunur
ve neler yaparlar?

Konagdin gen ekspresyonunu veya bagisikhgini
dlzenleyen faktorler, parazit kaynakli EV prote-
omlarinda bulunur. Bu EV'ler, sinyal dizileri bu-
lunmayan, virtilans faktorlerinin dagitimina kati-
lan, virllansi dizenleyen patojene 6zgl sekre-
tuvar ve ekskretuvar proteinlerini icerir. Helmint-
ler (50) ve Leishmania spp.’de (66) vezikuler
salgl mekanizmasi bir parazitin sekretojesinin %
50'sini olusturabilir. T. vaginalis, Leishmania
spp. ve T. cruzi kaynakli EV'ler konagin gen
ekspresyonunun regulasyonu igin konak hticre-
lere dagitilan RNA'lar igerir (4,66,73). T. vagi-
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Sekil 3. miRNAs hiicresel salinimi (A) ve alinimi (B) (82)

nalis ve Leishmania spp. EV'leri immin modiila-
térdur ve parazit infeksiyonuna yardimci olmasi
icin konak hedef hicreler lizerinde bagka etkile-
re sahiptir (66,73). Leishmania EV’lerin igerigi
ve olusturdugu infeksiyon parazitin gevresine
bagh olarak degisiklik gosterir (66). Parazit
EV'lerin etkileri in vivo ortamda da cgalisiimistir.
Leishmania EV'leri ile alakali olarak, parazitlerle
micadele oncesi farelerin tedavisi sirasinda
infeksiyonu ve immunosupresif IL-10 Uretimini
arttirdigr goéralmastir (67). Benzer sekilde, T.


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/ekskretuar

Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(2), 179-189, 2018

cruzi kaynakli EV'lerin parazitle enfekte edilme-
den Once, farelerde doku parazitizmini ve infla-
masyonu arttirdigi gosterilmistir. EV'lerin parazit
infeksiyonu icin konak hucrelerde primer haber-
ciler olarak goérev yaptigi birka¢ hiicre digi para-
zit icin hipotez olusturulmustur. Parazit-parazit
ve parazit-mikrobiyot etkilesimlerine ek olarak
konagin bagisiklik sisteminin moduilasyonu igin
EV’lerin derinlemesine arastiriimasi gereklidir
(72).

Hiicre i¢i parazit kaynakli EV'ler neler igerir
ve ne yaparlar?

Hucre ici patojenlerle enfekte edilmis konak
hicre kaynakli EV'ler, genellikle bir parazit ve
konak bilesenleri karisimini igermektedir. Ustelik
viris bulasmis hticrelere benzer sekilde, parazit
ile enfekte olmus hucreler tarafindan Uretilen
EV'ler, saglikl enfekte olmayan konak hiicreler
tarafindan salgilanan EV'lere gore degisen ko-
nak proteini ve RNA igerigi barindirmaktadir
(81). insanlar Uzerinde yapilan birkag ¢alisma-
da, Plasmodium turiyle enfeksiyon sirasinda
gesitli konak hucre tipleri tarafindan dretilen
yuksek EV seviyelerinin oldugu belirtilmistir
(47). Plasmodium falciparum ile enfekte eritro-
sitlerden elde edilen EV'lerin, parazitin hayatta
kalma mucadelesi, transmisyonu ve gametosit-
lerin farklilagsmasina yardimci oldugu gosteril-
mistir (47,48,65). Ayrica EV'ler, ila¢ direncini
gOsterebilirler. CUnkU transjenik P. falciparum
parazitler tarafindan Uretilen EV’ler bir ilag di-
renci belirte¢i kodlayan DNA'yl aktarabilir (65).
Parazit iletisimin kolaylastirimasinin yani sira,
parazitlenmis hucreler tarafindan indiklenen
EV'ler konagin yanitlarini etkileyebilir. Guglu
sitokin yanitlari, P. falciparum ile enfekte kan
hdcreleri tarafindan Uretilen EV'leri internalize
eden konak makrofajlari tarafindan olusturulur
(48). Diger yandan T. gondii ile enfekte fibrob-
lastlardan salinan EV'ler, noérolojik aktiviteyi de-
gistirme potansiyeline sahip essiz bir dizi mRNA
ve miRNA transkripsiyon paketi sunarlar (61).
Ayrica yakin zamanda EV'lerin, DNA, ribozomal
RNA'lar, dairesel RNA'lar (circRNA'lar), uzun
kodlamayan RNA (InRNA) ve mikro RNA
(miRNA)'lar gibi nukleik asitleri birlikte tasiyabi-
lecegi kesfedilmistir. miRNA’lar transkripsiyon
sonrasi gen ekspresyonunda 6nemli dizenleyi-
cilerdir, ancak baska roller de oynayabilirler.
Son kanitlar, miRNA'larin belirli kosullar altinda
Toll benzeri reseptorleri (TLR) aktive edebilece-
gi hipotezini desteklemektedir. TLR’ler bazi pro-
tozoon turlerinde de saptanmistir. Trypanasoma
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cruzide TLR2 ve TLR9, Leishmania donova-
nide TLR2 ve TLR3, Trichomonas vaginalis’de
TLR2, TLR4 ve TLR9, Toxoplasma gondi’de
TLR2 ve TLR11, Cryptosporidium parvum’da
TLR2 ve TLR4, Plasmodium berghei'de TLR2
ve TLR9, Babesia bovis’ te TLR9 ve TLR11 var-
g1 gosterilmistir (29,34,59). Saf Leishmania
eksozomlarina maruz birakilan makrofajlar tara-
findan salgilanan EV'ler, makrofajlarda bagisik-
lik-iligkili genlerin ekspresyonunu modile edebi-
lir (26). Ote yandan, enfekte olmus konak hiic-
relerde, protozoon parazit tarafindan salinan
ekstraselller vezikiller, infeksiyona karsi kona-
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Leishmania secretes (.:?J'.

exosomes within the
sand fly midgut

» Leishmania

» Exosome

+ Sand fly midgut

and exosomes

¢z
of Leishmania T Q Lo\ e d .
.
B

G.Nv'-r‘,/»@ VoD tIL-17a
L?Zg ) * parasite loads
T Tel® + lesion

Sekil 4. Leishmania'nin eksozom sekresyonu (3)

gin bagisik yanitini geligtirir (Sekil 4) (5).

Apicomplexan’larin benzersiz salgi organelleri-
ne farkh protein populasyonlari saglayan baska
salg! yollari vardir. Proteinler, bu salgi organel-
lerinden parazit igindeki farkh konumlara ve is-
gal edilen konak hicrelere salgilanir
(33). Burada Theileria, Toxoplasma ve Plasmo-
dium'daki salgi organellerine iliskin kanitlar
mevcuttur. Fakat Cryptosporidium, Eimeria ve
Babesia gibi diger Apikompleksan parazitlerinde
konak hicresine salgilanan parazit proteinleri
henlz bulunmadigindan bu sistemler hakkinda
halen belirsizlik mevcuttur. Theileria'nin konak
hlcresine girme surecindeki Eimeria, Toxoplas-
ma veya Plasmodium gibi diger Apicomplexan
parazitlerinkinden oldukga farkhdir. Theileria
sporozoitleri konak hlcreye herhangi bir oryan-
tasyonda ve parazitin aktin sitoskeletonuna bag-
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Il olmayan bir slirede girebilirler. Bu istila sureci
boyunca, parazitin roptri ve microsphere orga-
nelleri goérev alr. Toxoplasma ve Plasmo-
dium'dan farkh olarak bu salgi organellerinin,
parazit baglama ve konak hicre icine girmesi,
daha ziyade konagin plazma membranlarin
(HPMYdan parazit kagisina ve ardindan serbest
mikrotubdullerin parazit ¢evresinde polimerlestiril-
mesine karistigi disinidlmemektedir. Bdylece,
Theileria'y! gevreleyen konak zari, istilanin he-
men ardindan kopar ve salinan parazit bir para-
zitofor vakuolden (PVM) ziyade konagin sitop-
lazmasinda yasayan c¢ok c¢ekirdekli sizontlari
meydana getirir. Parazit proteinlerin PVM’den
gegcmesi Toxoplasma ve Plasmodium proteinle-
rinin aksine farkli olarak konak hiicre ile etkilesi-
me girmesi ve modifikasyonu nispeten kolayla-
sir. Konak hucrelerin élimsuzlestiriimesinin ko-
nak sitoplazmasindan salinan proteinlerin ya da
konak sitoplazmasi ile dogrudan temas halinde
olan parazit ylzeyi Uzerinde bulunan proteinle-
rin sebep oldugu dusunulmektedir (64). Sonug
olarak, parazitle enfekte konak hicrelerden
EV'ler tani i¢in biyolojik belirte¢ olarak veya asi
gelistirilmesi icin yararl olabilirler (74).

EV’ler ve perspektif

EV’ler, hicrelerarasi iletisim, sinyal iletimi ve
gen diuzenlenmesinde etkili aracilardir. Bu ne-
denle, muhtemelen patojenlerin yol actigi infek-
siyonlarin belirlenmesinde énemli rol oynarlar.
EV'lerin, rekabetci ortamlarda patojenlerin ko-
nak hicreye yerlesmesinde de yardimci olabile-
cekleri de ileri sUrulmustur (73). Bir patojenin
temel savunmayl modile etmek icin 6n hazirlik
yaptigi gibi, hiicre digi parazitler tarafindan sal-
gilanan vezikuller ile parazit igin kolaylikla erisi-
lemeyen konak hiicrelerle etkilesime girebi-
lir. Birka¢ parazitten salgilanan EV'lerin insan
konak hucreleri tarafindan internalize edilebile-
cegi gosterilmistir (48,50,65,67,73). EV'ler ayri-
ca, kolonizasyonu destekleyerek ve konagin
bagisiklik yanitini modile ederek parazit enfek-
siyonunun korunmasi igin bir kriter olabilir. insan
konak kaynakli EV'lerin infeksiyon (zerindeki
potansiyeli gok az ilgi gormustir. Ozellikle T.
cruzi metasiklikleri, kompleman aracil lizasyon-
dan kaginmak igin insan kan hicresinden ureti-
len vezikdiller ile salgilanmayi ve bunlarla kay-
nasmay! uyarabildigi gosterilmistir (10). Konak
EV’leri, parazitin gen ifadesini veya davranigini
etkileyip etkilemedigi heniiz kesfedilmeyi bekle-
yen heyecan verici bir alandir. EV'lerin konak-
parazit, parazit-parazit ve parazit-mikrobiyat
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etkisinin arastirlmasi gelecekteki bu dinamik
mikrobial topluluklardaki salgilanmig vezikiller
icin ilave fonksiyonlarin ortaya ¢ikacagdi tahmin
edilmektedir.

EV'leri tanisal, teshis ve klinik araglar olarak
kullanmak umut verici yeni arastirma uygulama-
lari sunmaktadir. Vezikuller, kan, idrar, tukrik ve
diger vucut sivilarindan kolaylikla izole edilmek-
tedir (63). Bu nedenle patolojik veya fizyolojik
durumda salgilanmis EV'ler, kaynak hucrenin
protein veya RNA belirteglerini icermesinden
dolayi bu vezikiller analiz edilebilir. Bu durumda
EV’lerin hayvan modelleri lizerinde uygulanan
ilaclarin etkinligi, invaziv olmadan patojen yani-
tinin izlenmesini mimkin kilabilir veya parazit
infeksiyonlardaki EV tiplerinin rolleri belirlenebi-
lir. Ornegin, antibiyotik ile tedavi edilen hayvan-
lardaki bakteriyel EV'lerin boyut ve igerigindeki
degisiklikler, enfekte olmus konaktaki sivilari
analiz ederek tespit edilebilir (44). Tam bu nok-
tada EV’lerin antimikrobiyal direncin (AMR) gds-
tergesi bir biyolojik belirte¢ olarak degerlendirile-
bilme potansiyelleri de kesfedilmesi gereken bir
bagka alandir. Ote yandan cesitli gevre kosulla-
rinda EV igerigini ve salimini daha fazla arastir-
mak bulagici durumlari karakterize etmek igin
EV'lerin potansiyel kullanimini ydnlendirecek-
tir. EV'lerin bir baska heyecan verici potansiyel
kullanim alani asilardir. Parazitlerden gelen
EV'ler veya patojenlerden Uretilen proteinler ve
RNA, konak hucrelerden salinan EV'lerin asi
iletim sistemleri olarak kullanilabilir. P. yoelli ve
T. gondii enfekte konak hicrelerden gelen para-
zit orijinli EV'lerin hayvanlari bu enfeksiyonlara
karsi korudugu gosterilmistir (2,52). Boylece,
EV'ler hem enfeksiyon hem de asI adaylari i¢in
biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilir. Enfeksiyon
biyolojisinde EV'lerin iglevlerini anlama ve kav-
ranmasi ile ilgili calismalar yurattulmektedir (74).
Apicomplexa

Apikomplexa, endosimbiyotik orijinli bir organel,
apikoplast ve hucrenin istilasinda yer alan
rhoptriler ve micronemler adi verilen salgi orga-
nellerinden olusan apikal bir kompleksin varligi
ile karakterize, hayvanlarda tek hicreli parazit-
lerin  genis ve farkh  bir infrafilum-
dur. Apicomplexa, yedi cinsi (Plasmodium, Ba-
besia, Cryptosporidium, Isospora, Cyclospora,
Sarcocystis ve Toxoplasma) ve insanlara bula-
san 5.000'den fazla adlandiriimis tlirden olusur
(8,32,56).

Plasmodium spp.

Sitmada, farkli hucrelerden EV'lerin salinmasi,
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fare modellerinde ve insan enfeksiyonlarinda
tanimlanmstir. insan tizerinde yapilan g¢alisma-
larda, P. vivax ve P. falciparum tarafindan en-
feksiyon suresince dolagimdaki EV'lerin yuksel-
digi gosterilmistir (8,56,58). Bu calismalarda
dolasimdaki EV'lerin seviyeleri ates ve serebral
disfonksiyonlar gibi klinik bulgularla korelasyon
go6stermis ve EV'lerin sitma patogenezinde rol
oynadigini distinddrmastar (14,17).
Trypanosoma spp.

Trypanosoma turleri, muhtemelen konakdaki
patojenin hayatta kalmasini ve replikasyonunu
sag@layarak, parazit-konak etkilesiminde 6nemli
rol oynayan hiicre digi ortamda farkl vezikil
tipleri Uretebilir ve salabilirler. Bu vezikiller di-
rekt olarak konak hedef hicrelerle etkilesim ku-
rabilir, konagin bagisiklik sistemi tGzerinde uzun
sureli etkiler gosterebilir ve kendi yasam déngu-
su gegislerini tesvik edebilirler (18,49).

Paraziter hastaliklara karsi terapotik maddeler
olarak eksozomlarin kullanimi konusunda éncu-
Uk eden galigmalar ilk defa T. gondi’de bildiril-
migtir (2). Dendritik hucrelerin (DC), kultur yu-
zeylerinden elde edilen eksozomlar ve T. gondii
antijenleri in vitro olarak calisiimistir. T. gondii
isaretli eksozomlar, farelerin asgilanmasinda ve
daha sonra oldurici ve 6limcul dozlara karsi
kullanilmigtir. Asilanmig fareler, T. gondii'ye kar-
sI spesifik humoral ve hucresel bagisiklik yanit-
lar ortaya cikarmistir ve ayrica élumcul doza
meydan okuyan farelerin %70'ine yakin bélim-
leri korunmustur. incelenen hayvanlarin beyinle-
rinde, 6limcul dozlarla karsi kullanilan farelerde
kist sayisinin dnemli dlgide azaldi§i gorilmis-
tir. Pro-inflamatuvar yanitlarin stimilasyonu
daha sonra in vitro ve in vivo olarak T. gondii-
enfekte makrofajlardan elde edilen eksozomlar
bildirilmis ve DC turevi etiketli eksozomlarin ko-
ruyucu etkinliginin hamilelik doneminde daha
yuksek oldugu fare modelinde gosterilmistir
(49).

Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium parvum, zorunlu firsatgi intra-
selliler patojendir. Onceki galismalar, C. parvum
tarafindan olusturulan infeksiyonun, parazitizmi
kontrol etmek icin miRNA'larin transkripsiyonu-
nu duzenleyen bir TLR-4'e bagimli yol olustur-
dugunu gostermigstir. Dikkat c¢ekici bir sekilde
infeksiyonun, anti-parazit peptidlerini yonlendi-
ren konak bagirsak epiteli eksozomlarinin sali-
nimini uyardigini ortaya koymustur. Ayrica gast-
rointestinal parazitik infeksiyonlari kontrol etmek
icin dnemli bir mekanizma olarak bagirsak lumi-

Abdullah INCI

nal hicrelerinden eksozomlarin salinimini gés-
teren galismalar da mevcuttur (28,49,51).
Sonug
Sonug olarak bu derlemede, eksozomlar ve di-
ger ekstraseliiler mikrovezikullerin, hicrelerara-
sl iletisim, sinyal iletimi, immun yanit gibi birgok
hlcresel fonksiyonlarda gorev aldiklari; ayrica
kan ve idrar gibi kolay ulasilabilen biyolojik sivi-
lardan izole edilebildiklerinden bahsedilmistir.
Bununla birlikte eksozomlarin konak ve patojen
iliskisinde, infeksiyonun patogenezinde veya
patofizyolojik slreglerde gorev aldiklari vurgu-
lanmistir. Ek olarak, eksozomlardaki molekuler
icerik baz alinarak bunlarin yaralarin iyilesme-
sinde promotor etki yaptiklari ve gesitli hastalik-
larin tedaviye verdikleri yanitlarda da iligkili ol-
duklari gorilmistir. Ote yandan eksozomlar ve
diger EV'lerin infeksiydz teshis araci olarak kul-
lanilabilecegini, bu nedenle onlari klinik tani uy-
gulamalari igin "ideal" biyolojik belirte¢ haline
getirmektedir. Bulasici hastaliklarin teshisinde
eksozom kullanimi nispeten yeni olmasina kar-
sin, belirteglerin hem konak hem de patojen
acisindan mevcut zorluklarin Gstesinden gelebil-
mek i¢in uygulanabilir yeni bir yol agacagi tah-
min edilmektedir. Bu alanda ilerleme kaydedil-
mesi eksozomlarin tanida, terapétik uygulama-
larda, ilag direncinde 6zellikle kanser tedavisin-
de kullanilan ilaglara karsi olugsan direngliligin
saptanmasinda ve asi yaklagimlarinin gelistiril-
mesinde ileriki caligmalar icin heyecan verici bir
potansiyele sahip olduklari dederlendirilmistir.
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Ozet: Atlarda travmalara bagl olarak sekillenen yaralar siklikla sekillenir. Galismanin materyalini Erciyes Universitesi
Veteriner Fakiltesi Egitim Uygulama ve Arastirma Hastanesi Cerrahi Ana Bilim Dali Kliniklerine arag garpmasi sonucu
getirilen iki yasindaki yerli bir at olusturdu. Atin muayenesinde sag mandibulanin dorsalinde Musculus (M) massater,
M. zygomaticus kaslarini da igine alan derin, 20 cm uzunlugunda, enfekte agik yara mevcuttu. Pektoral bolgede sternu-
ma kadar uzanan, M. brachiocephalicus, M. sternocephalicus, M. sternothyrohyoideus ve M. brachialis kaslarini igine
alan, derinligi 15 cm, genisligi ise 40 cm olan enfekte ve nekrotik dokularin bulundugu enfekte agik yara saptandi. Ekst-
remitelerde sag ve sol karpal eklem diizeyinde 4 cm genigliginde agik ve enfekte yara tespit edildi. Yaralar ilk olarak
primer kapatma islemi uygulanarak sagaltim amaci ile dikis uygulamasi yapildi fakat dikis hattinin iki giin sonra agiima-
si nedeni ile acik yara tedavisine gegildi. G6gls bolgesindeki yarada 30 giinde iyilesme tamamlandi. Primer kapatma
yoluyla sagaltima gidilen yliz ve karpal eklem diizeyindeki yaralarin iyilesmesi ise iki hafta sirdi. Sunulan galismada
bir atta sekillenen, travma Ulzerinden uzun zaman gegmis derin, enfekte ve kronik agik yaralarin sagaltiminda yapilan
uygulamalarin sonuglari bildirilmistir. Atlarda gézlenen kronik ve derin enfekte yaralarin sadaltim prosediirleri ve sonug-
larinin veteriner klinik pratige ve literatire katki saglayacagi kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: At, enfekte, tedavi, yara

Deep Infected Wound Case in a Horse

Summary: Various types of wound frequently occur In horses due to trauma. The material of the study consisted of a 2
-year-old local breed of horse referred to the clinic of Erciyes University Veterinary Faculty Training and Research Hos-
pital Surgery Department. At the examination of the horse, there was a deep, 20 cm long, open infected wound in the
dorsal part of the right mandible, including Musculus (M) massater and M. zygomaticus muscles. An open infected
wound and necrotic tissue of 15 cm in depth and 40 cm in width, covering the muscles of M. brachiocephalicus, M.
sternocephalicus, M. sternothyrohyoideus and M. brachialis extending to the sternum in the pectoral region was detec-
ted. Open and infected wounds was available 4 cm wide at the level of the right and left carpal joints were detected on
the limbs. The wound was initially treated with primer closure but the sutures of the chest region were opened after two
days and open wound treatment was started. Recovery in the chest area was completed in 30 days. The wound in the
facial and carpal joint regions, where the treatment was given through closure of the primer, lasted for two weeks to
heal. In the present study, the results of the applications were reported in the treatment of deep, infected and chronic
open wounds long after trauma which is formed in a horse. We believe that the treatment procedures and outcomes of
chronic and deeply infected wounds observed in horses may contribute to veterinary clinical practice and the literature.

Key words: Horse, infection, treatment, wound

Girig

Ezilme, sivri cisim yaralanmalari nedeni ile olu-
san yirtilma, 1sirik yaralari, atesli silah yaralan-
malari ve paraziter yaralanmalar ile siklkla kar-
silasiimaktadir (10). Yaralar agik ve kapali ol-
mak Uzere ikiye ayrilir. Agik yaralarda yirtilma
ve doku kaybi gézlenirken kapali yaralarda do-
ku butinltgunin bozulmadigi ezilmeler gorulur.
Yaralar olusumuna goére, abrazyon (siyrik, asin-
ma), avulzyon (ayriima), insizyon (kesi), lase-
rasyon (yirtilma) ve penetrasyon (delinme) sek-
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linde, kontaminasyon derecelerine gbre temiz,
kirli, bulasmis veya enfekte yaralar olarak sinif-
landiriir (10,12,14). Acik yaralar olusumunun
Uzerinden alti saatten az sire gegen yaralar
kontamine olmayan, alti ile oniki saat arasi sire
gecgen yaralar kontamine ve Uzerinden oniki sa-
atten fazla slire gegen yaralar enfekte yara ola-
rak adlandirilir (24).

Yara iyilesmesi primer ve sekonder yara iyiles-
mesi olarak ikiye ayrilir. Primer yara iyilesmesin-
de aseptik yara dudaklari biribirine yapisarak
hafif bir yangi olugur ve ¢abuk skatrizasyonla
iyilesme gorulir. Sekonder yara iyilesmesinde
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ise bolge anemik, saha tamamen ezilmis olup
yara irinleserek granulasyon dokusunun sekil-
lenmesiyle iyilesme yavas yavas gerceklesir
(10). Yara iyilesmesi inflamasyon, debridement,
onarim ve olgunlasma fazi olmak Uzere dort
asamada siniflandirilir. ik 3-5 giin, yara iyiles-
mesinin gecikme asamasidir, inflamasyon ve
debriment fazi hakimdir. Inflamatuar dénem;
hasar ile baslayan koruyucu doku tepkisini kap-
sar. Bu faz artmis vaskiiler gegirgenlik, dolasim
hlcrelerinin kemotaksisi, sitokinlerin ve blylime
faktorlerinin salinmasi ve hicre aktivasyonu
(makrofajlar, nétrofiller, lenfositler ve fibroblast-
lar) ile karakterizedir. Debridement dénemde ise
yara beyaz kan hicreleri, 6li dokular ve yara
sivisindan olusan bir eksudat ile dolar (9). Not-
rofiller ve monositler (sirasiyla yaralanmadan
yaklasik 6-12 saat sonra) ortaya cikar ve debri-
dement fazini baslatir. Onarim evresi genellikle
yaralanmadan 3-5 glin sonra baslar. Bu dénem-
de makrofajlar, deoksiribonukleik asit (DNA) ve
fibroblast proliferasyonunu uyarir. Olgunlasma
asamasinda; yara iyilesmesinin yara direnci
maksimum seviyesine yukselir (9).

Atlarda yara iyilesme asamalari; hemostaz, koa-
gulasyon, inflamasyon, hucresel proliferasyon,
fibroplazi, anjiyogenez, epitelizasyon, matriks
sentezi ve yeniden sekillendirme evresi olmak
Uzere alti asamada gerceklesir (20).

Yaralarin tedavilerinde yaranin sekline ve bigi-
mine gbre uygulanacak olan tedavi yontemi de-
gisiklik gdsterir. Temiz vyaralarin tedavisinde
yara iyilesmesinin erken evrelerinde ise
(inflamatuar veya debridement agsamasinda)
primer olarak yara temizlendikten sonra kapat-
ma iglemi uygulanir. lyilesmenin sonraki agama-
larinda bulunan kirli veya enfekte yaralar, ikincil
iyilesme ile sagaltima gidilir (2). Enfekte yarala-
rin daha yavas iyilestigi ve genellikle nonenfekte
yaralara kiyasla daha genis skatriks dokusu
Urettigi kabul edilmistir (19). Aseptik yaralarda
yaranin kapatilarak iyilesmesi, doku kayipli
aseptik yaralarda ise greft uygulanarak iyiles-
mesi tercih edilir (20).

Atlarda septik yara tedavilerinde birincil asama-
da kontaminasyonu en aza indirgemek igin bol-
gedeki killar tras edilir. Kaza sonucu ortaya ¢ik-
mis yaralar genellikle nekroze olmus doku, ka-
buk, eksudat ve yabanci maddeler igerir. Yara
bdlgesindeki kirler, yabanci maddeler, 6lU doku-
lar %7.5’lik povidon iyot, klorheksidin, betadin
ve %4’luk chlorhexidin glukonat gibi antiseptikli
solusyonlarla yikanarak temizlenir. izotonik so-
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lisyonu (%0.9) veya ringer sollisyonu ile irrigas-
yon taze yaralari temizlemek igin yeterli olmasi-
na ragmen, atlarda karsilagilan yaralar genellik-
le taze degildir veya enfektedir (20). Bu neden-
le, kronik kaza sonucu ortaya g¢ikan yaralarda
bakteri kontaminasyonunu ortadan kaldirmak
icin antibiyotik veya antiseptik iceren bir solls-
yon ile irrigasyon yapilmalidir. Yara irrigasyonu-
nun amaci, surekli veya pulsatil bir akis olustu-
rarak gevsek bir sekilde yaraya yapisik olan
kontaminantlari, bakteri ve Ol dokulari yara
yuzeyinden uzaklastirmaktir. Yarada enfeksiyo-
na sebep olan mikroorganizmalarin ve yara yu-
zeyindeki nekrotik dokularin yikama yontemi ile
uzaklastirlamamasi durumunda debriment tek-
nigi kullanilir (20,21,22). Yara debrimenti, yara-
da kalan bakteri konsantrasyonunu belirler ve
klinik olarak kontrol edilebilecek bir faktérdir
(21). Debriment yoluyla nekrotik dokularin gika-
rilmasi yara ylzeyindeki bakteri yikinu azaltir,
bu da iyilesmeyi hizlandirir. Kan dolagiminin
engellememek icin yaranin en uzak ve ventral
bélimunden debriment islemi yapilir. Yikama
islemine debriment 6ncesi, sirasinda ve sonra-
sinda da devam edilmelidir. Agik enfekte yara-
larda sistemik antibiyotik tedavisinin yani sira
topikal olarakta bdlgeye antibiyotik uygulanmali-
dir (20,21,22). Bununla birlikte, enfekte yaralara
topikal olarak uygulanan antimikrobiyal ajanlar,
sistemik olarak uygulanan ayni antimikrobiyal
ajandan daha etkili olabilir; ¢inki topikal uygu-
lamada dogrudan istenen bdélgeye daha yuksek
konsantrasyonda ilag¢ verilmis olur (20).

Bu c¢alisma ile atlarda vicudun gesitli yerlerinde
sekillenen derin enfekte ve primer olarak kapati-
lamayan yaralarda uygulanan tedavi protokolu
ve elde edilen sonuglarin bildiriimesi amaglan-
migtir.

Olgu

Calisma materyalini Erciyes Universitesi Veteri-
ner Fakultesi Egitim Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Cerrahi Anabilim Dali kliniklerine geti-
rilen ve vicudunun cesitli yerlerinde doku bu-
tinligu bozulmus ve Gzerinden iki hafta gegmis
enfekte yaralari bulunan iki yasindaki yerli bir at
olusturdu. Alinan anamnez bilgide, dogada ser-
best haldeyken karayolundan gecgen bir tirin
garpmasl sonucunda vicudunun degisik bolge-
lerinde kanamalarin bulundugu ve genel duru-
munun oldukga kétii oldugu bildirildi. inspeksi-
yonda sag mandibulanin dorsalinde M. massa-
ter kasinin uzerinden baslayan ve M. zygomati-
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cus kasini i¢ine alan, derin, 20 cm uzunlugunda
enfekte yara mevcuttu. Yara hatti agik olup yara
bdlgesinde nekrotik doku kalintilari bulunmak-
taydi. Ayrica boélgede sari-yesil renkli irin akinti-
sI gozlendi. Pektoral bdlgede ise sternuma ka-
dar uzanan, musculus (M) brachiocephalicus,
M. sternocephalicus, M. sternothyrohyoideus ve
M. brachialis kaslarini da igine alan derinligi 15
cm, genisligi ise 40 cm kadar olan septik bir ya-
ra vardi. Bolgede lokal olarak nekrotik dokular
gozlendi (Sekil 1). Ekstremitelerde ise sag ve
sol karpal eklem dizeyinde 4 cm genisliginde
acik ve enfekte yara tespit edildi. Yaranin rengi
kahverengi ile yesil arasinda degismekte olup,
sternum derinlerinde surekliligi olan pis kokulu
bir akinti varlig1 gézlendi. Yapilan klinik muaye-
nede vucut 1sisi: 38.3, nabiz: 84 ve solunum: 40
olarak tespit edildi. Kapiller dolum zamani 2 sa-
niye, siddetli dehidrasyon, mikéz membranlarin
rengi pembe ve hafif anemik oldugu belirlendi.
Yapilan hematolojik ve arteriyel kan gazina ait
bulgular Tablo 1 ve Tablo 2’de verilmistir.

Umut ALPMAN

Anestezi

Sedasyon amaciyla 20 pg/kg intraventz (V)
dozunda detomidin (Domesedan, Pfizer, Finlan-
diya) uygulandi. Anestezi amaciyla 2.2 mg/kg IV
dozunda ketamin (Ketasol%10, Richter Pharma,
Avusturya) yapildi. Operasyon boyunca aneste-
ziye ketaminin 1/4 oraninda idame dozunun
uygulanmasiyla devam edildi.

Cerrahi Islemler

Yiz ve gbgus bolgesinde ve karpal eklem dize-
yinde bulunan yaralarin debriment islemi yapi-
larak antiseptik solusyonla (izotonik ile sulandi-
riimis %0.5'lik povidone iode solusyonu) yara
irrigasyonu saglandi. Daha sonra dren yerlestiri-
lerek yirtilan g6gis bodlgesi kaslari M. brachi-
ocephalicus ve M. sternocephalicus, M. Ster-
nothyrohyoideus, M. brachiocephalicus ve yirti-
lan ylz bélgesi kaslari M. massater, M. zygoma-
ticus ve deri alti bag doku ayri ayri 2 numara
PGA (Katsan, izmir, Turkiye) kullanilarak basit
surekli dikis yontemi ile dikildi. Deri ise 5 numa-
ra ipek iplik (Katsan, izmir, Tlrkiye) kullanilarak

Tablo 1. Hematolojik kan parametreleri

Parametreler Sonuglar Parametler Sonuglar

WBC 8.7 x 10°/L HCT %26.9

LYMPH# 4.0 x 10°L MCV 43.6 fL

MON# 0.3 x 10°L MCH 14.4 pg

GRAN# 4.4 x 10°L MCHC 33.0 g/dL

LYMPH% % 45.5 RDW %18.2

MON% % 4.2 PLT 373 x 10°/L

GRAN% % 50.3 MPV 4.7 fL

RBC 6.7 x 10"/ PDW 15.9

HGB 8.9 g/dL PCT %0.175
Tablo 2. Arterilyel kan gazi paramatreleri

Parametreler Sonuglar

KCO3- 32.1 mmHg

PCO2 33.3 mmHg

BEb 8.4 mmHg

BEecf 9.1 mmHg

0O2Sat % 94.7

tHb 8.1 g/dL

Klinik muayene sonucunda yara bdlgelerinin
¢ok genis olmasi sebebiyle yaralarin debrimenti
saglandiktan sonra dikis uygulanmasina karar
verildi. YUz, gdgus ve karpal eklem bdlgesinin
killari trag edilerek operasyona hazir hale getiril-
di.

basit ayri dikis yontemiyle kapatildi (Sekil 2).
Postoperatif olarak 10000 IU/kg intramuskiler

(IM) 10 giin penisilin (Pen-strep La, Provet, Tiir-
kiye), 40 mg/kg IM dozunda 5 giin metamizol
(Dolarjin, Topkim, Tuarkiye) haftada bir olmak
Uzere 0.01 mg/kg subkutan (SC) tarantulacu-
bensis (Theranekron D6, Richter Pharma, Avus-
turya) uygulandi. Yara pansumani sabah aksam
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Sekil 1. Yaralanmadan sonra gégus bolgesindeki yara

Sekil 2. Gogus bolgesindeki kaslarin dikilerek kapatiimasi

yapiimasina ve ginlik antibiyotik uygulamasina
ragmen postoperatif 1. glin gogus bolgesindeki
dikis hattindan irin akintisi, postoperatif 2. gun
ise ayni bolgenin dikislerinin agildigi goézlendi
(Sekil 3). Bunun Uzerine gdgus bolgesine acik
yara sagaltimi uygulanmasina karar verildi. Bu
amagcla bdlge tamamen acik hale getirildi. Agik
yara tedavisi kapsaminda 20 gin boyunca sa-
bah-aksam yaraya debriment islemi uygulandi,
%0.5’ lik povidon iode solusyonu ile yara irrigas-
yonu saglandi ve oksitetrasiklin (Terramycin,
Pfizer, Finlandiya) yara merhemi lokal olarak
bolgeye uygulandi. Postoperatif 30.glin sonun-
da gogus bolgesindeki boslugun granilasyon
dokusu ile dolarak uzerinin deri ile kaplandigi
gOzlendi (Sekil 4). YUz ve karpal eklem dizeyin-
deki yaralarin ise postoperatif 15. ginde kapan-
didi tespit edildi (Sekil 5).
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Sekil 4. Postoperatif 15.glin goégus bolgesi yaralarinin goru-
nimu

Ml:
,‘{l f

N -

Sekil 5. Bir ay sonunda ylz bélgesindeki yaranin gérinimi

Tartisma ve Sonug

Atlarda yumusak doku yaralanmalarinin biyuk
bir cogunlugunu travma sonucu sekillenen yara-
lar olugturmaktadir (20). Yaranin iyilesmesinde
yaranin lokalizasyonu, yaranin genigligi, yara
iyilesmesi ve suresini etkilemektedir. Hareketli
bdlgelerdeki yaralarin iyilesmesi diger bdlgedeki
yaralara oranla daha uzun sirmektedir (13,15).
Enfekte, primer kapatmaya uygun olmayan ve-
ya primer kapatma sonucu sagaltimi gergekles-
tirlemeyen yaralarda agik yara tedavisi tercih
edilir (26).

Sunulan ¢alismanin materyalini, travmaya bagli
enfekte agik yaralari bulunan iki yasindaki yerli
bir at olusturdu. YUz bélgesinde, karpal eklem



Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(2), 190-196, 2018

dizeyinde ve gdgius bolgesinde enfekte acgik
yaralari mevcuttu. Olgumuzda yaralarin énce
primer kapatilmasi ancak gégus bolgesindeki
yaranin primer iyilesmeye yanasmamasi sonu-
cu sekonder yara iyilesmesi tercih edilmistir.
Lacopetti ve ark. (16) tarafindan yapilan calis-
mada dorsal dirsek bdlgesinde yirtik tespit edi-
len Arap atinin yara sagaltiminda bdlge 6nce
primer olarak kapatiimis ve iki glin sonra dikigle-
rin agilmasi Uzerine agik yara sagaltimina gegil-
mistir. Bu durum olgumuzdaki Yilki Atindaki uy-
gulanan sagaltim islemiyle benzerlik géstermek-
tedir. Lacopetti ve ark. (16) yara iyilesmesi kap-
saminda iki hafta boyunca sistemik antibiyotik
uygulamasi ve glinlik yara pansumanin yapildi-
gini bildirmiglerdir. iki hafta sonunda yara ka-
panmamasi ve iyilesmesindeki yavas ilerleme
sonucu bu islem durdurularak, Otolog trombosit
acisindan zengin jel (PRG) ¢ haftada bir olarak
yara bdlgesine uygulanarak toplam bes ayda
yara iyilesmesi saglandigi bildirilmistir. Olgu-
muzda ise gdgus bolgesindeki agik yara gunlik
pansuman, debriment, yara irrigasyonu ve po-
mad uygulamalariyla toplamda bir ayda yara
iyilesmesi saglanmistir.

Tulleners ve ark. (23) 'nin yapmis oldugu cahs-
mada yedi sigir ve ¢ atin enfekte karin bolgesi
yaralari bulundugu belirtiimigtir. Devitalize ve
enfekte dokunun debridment isleminden sonra
yara kenarlari, vicut duvarinin tim katmanlari
boyunca basit ayri dikis yontemiyle kapatildigini
bildirmislerdir (23). Dikilen yaralari ¢evreleyen
bir elastik ve steril rulo bandaj ile yaranin siki-
lastinldigini rapor etmislerdir. Hayvanlarin orta-
lama 60 gun sureyle dar alanda birakilarak ha-
reketsizlestirme islemiyle sagaltimin tamamlan-
dig1 aktarmiglardir. Dikigler yara dudaklarina
destek vermediginde yerlestirildikten 14 ila 21
gun sonra cikarildigi ve ylizeysel yara enfeksi-
yonunun, lokal basin¢ nekrozunun dikisten kay-
naklandigi bildirilmis, ancak bu duruma karsin
ek cerrahi igslem, medikal tedavi, debriment ve
yara irrigasyonunun seyreltik povidon iode so-
lisyonu ile yapilarak sagaltima devam edildigi
aciklanmigtir (23). Olgumuzdaki tedavi protokl
Tulleners ve ark. (23) 'nin yapmis oldugu cahs-
madaki tedavi protokoll ile oldukga benzerlik
gOstermektedir. Olgumuzda farkh olarak bandaj
isleminin uygulanmayisi ve yaralara direkt ola-
rak muidahale edilmesinin primer ve sekonder
yara sagaltiminda yara iyilesme suresini kisaltti-
g1 kanaatindeyiz. Ayni zamanda sekonder yara
tedavisi uygulanan yaradaki dikiglerin, Tulleners

Umut ALPMAN

ve ark.’nin yapmis oldugu c¢alismaya gére daha
erken alinmasinin ve mudahalesinin yaranin
sagaltiminin sdresini etkilendigini distinmekte-
yiz.

Yara kapanmasi ve epitelizasyon, blyuk yara-
larla birlikte haftalar sirebilir ve belki de fonksi-
yonel bozulma ile blylk bir skar olusumuna
neden olabilir (20). Debriment islemi, kirli mater-
yal kontaminasyonlari, 6li hicre kalintilari ve
bakteriler tarafindan yogun sekilde kirlenmis
dokular ortadan kaldirir ve yaranin enfeksiyona
direnme kabiliyetini bozan canli dokulari ortaya
¢ikarir (1,7). Debrment isleminin yapilmasi infla-
masyon slresini azaltir ve yara iyilesmesini art-
tirir (4,6). Berry ve ark. (3) tarafindan alti at Gize-
rinde yapilan ¢alismada, metacarpal eklem di-
zeyinde acik yaralari bulunan atlara ayri ayri
sagaltim programi uyguladiklarini bildirmistir.
Yaralarin sagaltiminda yaralarina debriment
isleminden sonra povidone iyot merhem ve gu-
mis sllfadiyazin merhemlerle bandaj islemi
uygulanarak sagaltim amaglanmistir. Berry ve
ark. (3) tarafindan yapilan arastirmanin sonucu-
na goére ortalama 92 giinde iyilesme saglandigi
ve debriment igleminin asiri skar dokusu olusu-
munu onledigi belirtilmistir. Kasiima, epitelizas-
yon ve iyilesme oranlar dikkate alindiginda
bandaja alinmis debride edilmeyen vyaralarin,
iyilesmesinin daha uzun bir sure gerekecedgi
sonucuna varildigl ve yaralarin tam epitelizas-
yonunu saglamak i¢in tagkin granulasyon doku-
sunun rezeksiyonunun gerekli oldugu belirtiimis-
tir. Olgumuzda bu sonuca benzer olarak yara
bdlgesine gunlik sabah-aksam debriment iglemi
uygulanmis ve yara bolgesinde bandaj islemi
uygulanmayarak acik birakilmistir. Olgumuzda
sagaltimin Berry ve ark. (3) tarafindan yapilan
sagaltima gore daha kisa sirmesinin nedeninin
debriment islemiyle yaranin strekli canh kalma-
sI ve asir skar olusumunu engelleyerek epiteli-
zasyonun hizlanmasi sonucu ile bir ay da yara
iyilesmesinin sonuclandigini disinmekteyiz.
GunUmuzde birgok topikal yara irrigasyon solus-
yon preparatlari yaralarda kullanilmaktadir. Bu
Urinlerin ¢ok azi atlarda test edilmistir (8).
Sanchez ve ark. (17) tarafindan yapilan cals-
mada alti yetigkin disi kdpekte Klorheksidin Dia-
setat ve Povidon lyot irrigasyon soliisyonlarinin
yara iyilesmesi Uzerine etkileri arastirmiglardir.
Olusturulan yaralar (2x2 cm) ginde bir kez ol-
mak Uzere 14 gin boyunca, %0.005-0.05 klor-
heksidin diasetat ve %0.1-1.0 povidon iyot kon-
santrasyonlari yara boélgesine uygulanarak yara
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iyilesmesi degerlendirildigi belirtilmistir. Olgu-
muzda ise yara irrigasyonu %0.5 ‘lik Povidone
lode solusyonu ile saglanmistir. Sanchez ve
ark. Klorheksidin Diasetat solusyonunun ve Po-
vidon lode solusyonundan ¢ok daha fazla bak-
terisidial etkinlige sahip oldugunu ve klorheksi-
din diasetat konsantrasyonunun uygulamadan
alti saat sonra bile bdlgede etkinligini strdurdu-
gunu bildirmistir. Sanchez ve ark. (17) yapmis
oldugu galismada elde edilen bulgular dikkate
alindiginda; olgumuzda tercih edilen Povidon
iyot solusyonunun uygulandigi gégus bdlgesin-
deki yarada enfeksiyonun devam etmesi ve en-
feksiyonun durmamasi Uzerine sekonder yara
sagaltimina gegilmesi, Povidone iyot solusyonu
yerine Klorheksidin sollsyonu tercih edilmesi
halinde goégus bdlgesindeki yaranin primer ola-
rak sagaltim ihtimalini disindirmektedir.
Sardari ve ark. (18) tarafindan 10 Holstein boga
da yapmis olduklari acik yara tedavisinde, The-
ranekron uygulamasinin yaranin kasilmasi ve
epitelizasyonu Uzerine etkileri degerlendirilmis-
tir. Aragtiricilar bogalari rasgele iki gruba ayra-
rak, 0. ginde her boganin sirt bolgesinde bir
adet cilt yarasi (20%x20 mm) olusturduklarini ra-
por etmiglerdir. Birinci gruba 6 ml Theranekron
SC uygulanmig ve 2. grup penisilin banzatin
10,000 IU/kg IM olarak uyguladiklarini bildirmis-
lerdir (18). Bu dozlarin yara olusumundan alti
gln sonra tekrarlandidi belirtiimistir. Sonu¢ ola-
rak gruplar arasinda epitelizasyonda istatistiksel
olarak bir fark oldugu ve theranekron uygulama-
sI yapilan bogalarin iyilesmenin ilk 14 gunu bo-
yunca yaralarda epitelizasyonu énemli 6l¢ide
uyarabildigi belirtilmistir. Olgumuzda 3-4 gin
arayla theranekron uygulamasinin yapilmasi bu
calismadaki sonugclarla paralellik arz etmektedir.
Sardari ve ark. (18) tarafindan yapilan galisma-
da epitelizasyonun hizlanmasinda theranekron
uygulamasinin etkinliginden bahsedilmig, olgu-
muzda da gdgdus bdlgesindeki agik yaranin bir
ay gibi kisa slrede iyilesmesinin ve yiz ve tar-
sal eklem bdlgesindeki yaralarin 15 gin de ta-
mamen iyilesmesinin theranekron uygulamasi-
nin 6nemli etkisi oldugu kanaatindeyiz.

Bu calismada bir atta sekillenen derin, enfekte
ve Uzerinden uzun zaman ge¢mis maddi kayipli
aclk yaralarda bdlgenin irrigasyonu ve debri-
menti yapildiktan sonra, primer kapatma yolu ile
sagaltimin yapilabilecegi tespit edildi. Goégus
bdlgesindeki yaranin bu sagaltimla iyilesmeme-
si durumunda agik yara tedavisine gegildigi,
bdlgenin duzenli irrigasyonu, pansumani ve
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debrimenti yapilarak bdlgenin acik bir sekilde
birakilarak sagaltima gidilmesinin travma Uze-
rinden oldukga uzun zaman ge¢mis bu yarada
hizlh bir iyilesme gosterdigi saptandi. Primer
iyilesme saglanamayan olgularda glnlik olarak
duzenli yapilan bu tedavi protokollinin tedaviyi
olumlu etkiledigi tespit edildi. Calismada sekon-
der olarak iyilesme sirecinin gozlenmesi, yapi-
lan uygulamalarin iyilesme sirecine olan katki-
lari, kararh ve dizenli uygulanan medikal tedavi
sonrasi elde edilen sonuglarin veteriner pratige
ve literature katki saglayacagdi kanaatindeyiz.
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Summary: A 22 years old castrated male Iceland pony was presented at the Clinic of Vienna Veterinary University due
to vague colic symptoms. The blood examination indeed revealed hyperammonemia (Ammonia: 136 pymol/L, normal
value for healthy horses: <20 pmol/L). The patient received intravenous fluids aimed at flushing out toxic metabolites.
Furthermore, lactulose was given per nasogastric tube. After this therapy, there was short-term improvement for some
hours, but the animals again developed serious odd behavior. He was very ataxic and injured itself. Based on the bad
prognosis, the owner took the decision to have the mare euthanized. Necropsy revealed cachexia, severe ascites; the
liver seemed smaller, felt dense and had an irregular surface. Histopathology showed fibrotic degeneration and necro-
sis of the hepacytes, a generalized accumulation of fat, medium degree of edema and in all liver lobes. The diagnosis
confirmed hepatocites encephalopathy caused by hepatic cirrhosis.

Key words: Colic, horse, hyperammonemia

Bir izlanda Ponisinde Hiperamonyemi Olgusu

Ozet: 22 yasinda kisirlastinimis erkek bir izlanda midillisi belirsiz bir sanci sikayeti ile Viyana Veteriner Universitesi
Klinigi'ne getirildi. Kan 6rneklerinin incelenmesinde atta hiperamonyemi (Amonyak: 136 pymol/L, saglkli atlarda: <20
umol/L) tespit edildi. Hastaya toksik metabolitlerin disari atiimasini saglamak amaciyla intravendz sivi ve devaminda
nazogastrik tip ile laktuloz verildi. Bu tedaviden sonra, hayvanda kisa sureli diizelme oldu, fakat daha sonra tekrar
ciddi davranig bozukluklari sekillendi. Hayvanda ataksi ve kendi kendini yaralama belirtlileri gdzlendi. Prognozun iyi
olmamasindan dolayi sahibi ikna edilerek at 6tenazi edildi. Nekropside, kaseksi, siddetli asites ve karacigerin kiguik ve
dlzensiz bir ylizeye sahip oldugu gorildi. Histopatolojik muayenede, intersitisyumda nekrotik hiicreli fibréz bir dejene-
rasyon, kolestazis, orta dereceli hucresel 6dem ve tum karaciger loblarinda genel bir yag birikimi gézlemlendi. Teghis
hepatik siroz kaynakl hepatik ensefalopati olarak dogrulandi.

Anahtar kelimeler: At, hiperamonyakemi, kolik

Introduction

Clinical hyperammonaemia (HA) may develop
due to increased production of ammonium
(NH4") in the intestinal tract, increased absorp-
tion of ammonia (NH3) due to increased intesti-
nal permeability (both described as intestinal
HA) or decreased hepatic clearance of NH,".
The latter has been documented in equine cas-
es of hepatic failure and HA is frequently en-
countered in horses with hepatic encephalopa-
thy (7,10,12). Clinically, neurological signs as-
sociated with markedly increased blood NH;"
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concentrations have also been observed in se-
vere colitis cases and surgical colic patients (4).
Case

The presented patient was a castrated male
Icelandic pony; 22 years old, 404 kg. General
behavior: highly apathetic, responded only to
strong stimuli (gastric probe), otherwise non-
responsive. The whole thoracic area was cov-
ered in sweat. The history of the patient re-
vealed a dry hay and grass diet with a small
amount of pellets but no changes in the diet
prior to presentation. Teeth were last checked a
year before, no medicine was administered prior
to the appearance of the symptoms and no oth-
er horses manifested any symptoms. The horse
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came to the clinic due to colic pain in the past
48 hours. The animal had not defecated in the
past day. Last defecation was similar to abnor-
mal very small apples. The patient was anorexic
both water and food were not eaten, urination
was not observed. The pony was examined in
the field, with the following results: no fever,
rectal examination seemed normal, gastric lav-
age normal. He was treated and seemed to be
better during the transportation. During exami-
nation, the animal showed odd behavior and in
its stall it showed head pressing and episodes
of hyperexcitation. The pony was highly ataxic.
Hepatic encephalopathy was suspected based
on the signs shown. While leading the horse in
a circle, the animal tripped and lost balance.
The clinical examination on admission revealed
an increased respiratory rate of 20 breaths/
minute (normal range=10-14 breaths/minute)
and pulse rate (68 beats/min, normal range=28-
40 beats/min), the internal body temperature
was 35.7 °C, therefore decreased (normal val-
ues 37.5-38 °C) as well as a capillary refill time

Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(2), 197-201, 2018

of 4 seconds. Conjunctiva and sclera were mod-
erately icteric. Striking was also the jaundice of
the conjunctiva and phases of hyper excitation
with dromomania even against walls. The Pony
was highly ataxic. By placing a nasogastric tube
for lavage, large amounts of food could be
flushed, that had a pH of 6 and a light putrid
smell, which spoke for a stomach overload. In
the rectal examination, we found a completely
empty ampulla, a large bladder, the size of a
football and singular small bowel loops in the
left inguinal region. The blood examination re-
vealed hyperammonemia (136 pmol/L, normal
value for healthy horses <20 umol/L). A slight
tendency to blood acidity was found. The am-
monia value improved initially on the following
day, but rose again to 88 pymol /L on the second
day of hospitalization. Lactate and glucose in
the blood were increased. The measured creati-
nine, a blood value that has significance for re-
nal function, was still within reference intervals
but ALP, ALT, lactate, glucose and ammonia
levels were increased significantly (Table 1).

Table 1. Laboratory data from a 22-year-old pony with ataxia, depression, and fever.

Analyse Result Reference Range
Hematology

PCV (%) 42 30-45
Blood gas(venous)

pH 7.340 7.32-7.44
pCO, (mmHg) 38 38-46
Clinical Chemistry

BUN (mg/dl) 11 7-25
Creatinin (mg/dl) 1.90 <2.0
Glucose (mg/dl) 178 65-110
TP (g/dl) 7.5 5.7-8.0
Albumine (g/dl) 2.2 2.2-3.7
Globuline (g/dl) 5.3 2.7-5.0
Total Bilirubin (mg/dl) 6.3 0.5-2.3
Amylase (U/l) <5 5-15
ALP (U/) 736 50-170
ALT (U/) 30 5-20
Lactate (mmol/l) 11.97 0.5-2.0
Ammonia (umol/l) 136 <20
Ca™ (mg/dl) 14 11.5-14.2
Phosphorus (mg/dl) 2.7 1.9-4.3
Na®* (mmol/l) 124 126-157
K* (mmol/l) 3.9 3.5-4.5
CI" (mmol/l) 100 98-107
HCO3 (mmol/l) 20.3 20-28
Beb (mmol/l) -5.5 -2.5-+25
Beecf (mmol/l) -5.5 -25-+42.5
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In the box, the horse showed symptoms of
dromomania towards the right, dragged his
toes, seemed to be hypermetric, also hitting his
head on the watering and feeding system. While
leading the horse in a circle, the tail was pulled
towards the left he was easily misbalanced and
crossed his legs- when the tail was pulled to the
right, the horse showed slightly more re-
sistance.

Neurological testing revealed a hyper salivating,
thirsty yet unable to drink, apathetic animal, with
low swallowing reflexes, hanging head and a
tendency to support his head on the wall.
Ultrasound examined showed the stomach dis-
tended up to the 13" intercostal space, with
large amounts of free anechogenic free fluid.
The colon had hypomotility and a very thick-
ened. In the inguinal area, we could identify
small intestinal loops with hypomotility and
thickened walls, the liver was hypoechogenic.
The abdominal cavity revealed a large quantity
of abdominal fluid, which was odorless, yellow,
normoproteic (1.6 g/dL (normal values<2.5),
specific gravity 1025 (normally <1020), diag-
nosed as an ascites transsudate.

Based on these findings, the diagnosis of hepat-
ic encephalopathy could be made. The horse
received infusions to support the fluid and elec-
trolyte balance and to "dilute" and flush out toxic
metabolites (Buscopan-compositum - Injek-
tionsloesung fuer Tiere i.v Finadyne 50 mg/mL -
Injektionsloesung fuer Rinder, Pferde und
Schweine 9 mL i.v, paraffinum liquidum PHE 10
L Kanister 1.5 L, Cimetidin 500 g pulver 2
measuring cups, lactulose "MIP" 650 mg/mL -
Loesung zum Einnehmen 700 mL).

During the hospital stay, the state of the pony
deteriorated despite intensive therapy and a
short-term improvement of consciousness after
treatment with magnesium sulfate 2.4% 1000
mL, 100 mL i.v, DMSO, reinst M16743 1000 mL
400 mL i.v, vanavit B-Komplex - 30 mL i.v, NaCl
0.9 % 500 mL 1 bottle, LAEVOLAC - Lactulose -
Concentrate 1340 g oral suspension 1 packet).
He showed more organ dysfunction especially
the cardiovascular system with a very high-
frequency heart rate (constantly> 120 beats/
min) and edemaformation. The patient had hy-
pothermia, multiple edemas, sinus tachycardia
and jaundice. His some values were as follows:
36.8 °C temperature, Pulse 88 beats per mi-
nute, CRT: 2 seconds. The laboratory results
before euthanasia showed: Ammonia: 88.00
pmol/L, Glucose: 193.00 mg/dL,
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Due to the rapid deterioration of clinical symp-
toms despite supportive therapy, the owner de-
cided for euthanasia.

Necropsy revealed a low body conditioning
score, severe ascites, and liver seemed smaller
and rougher (Figure 1A). The histopathological
examination showed pseudolobule formations in
liver (Figure 1B), hydropic degeneration, necro-
sis, and sinusoidal dilatation were detected. In-
terlobular areas were widened due to develop-
ment of fibrosis (Figure 1C). Formation of fibro-
sis starting from the portal regions through the
parenchyma with presence of occasional ne-
crotic hepatocytes and mononuclear cellular
infiltration was evident (Figure 1D).

The stomach had low food content, small intes-
tine was also only lightly filled, whereas cecum
and colon were tympanized and filled with gas-
trointestinal content. There was with a submu-
cosal edema in the ventral parts of the colon. In
the thorax, there was an accumulation of fluid,
as well as light hydropericardium, right and left
heart hypertrophy. The rest of the organs
showed no pathological changes. The diagnosis
of the pathology department was hepatic cirrho-
sis.

Figure 1. The macroscopic and microscopic examinations
of the liver: 1A) Macroscopic view of the liver 1B) Pseudo
lobe formation in liver 1C) Increased areas of connective
tissue in the interlobular region of the liver 1D) Increased
lymphoid cell infiltration in the portal area

Discussion and Conclusion

Although liver disease is the most commonly
reported cause of hyperammonemia in horses,
the laboratory data and history of colic in this
case might be compatible with hyperammone-
mia associated with gastrointestinal disease
(3,8). The case supported this hypothesis. Toxic
ingestion of ammonium salts or urea supple-
ments were unlikely in this case because other
horses on the farm were not affected and hors-
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es are relatively resistant to urea poisoning (11),
which can be induced experimentally (6).

Main sources of ammonia are colon (through
bacterial metabolism of proteins and urea) and
small intestine (through bacterial degradation of
glutamine). The ammonia then is delivered to
the liver via the enterohepatic circulation, where
it is catabolized to urea, which subsequently is
excreted by the kidney (1). The main metabolic
route is uptake of ammonia by periportal
hepatocytes followed by urea synthesis via the
urea cycle. Ammonia that escapes this pathway
is converted to glutamine in perivenous hepato-
cytes. Hepatic transformation of ammonia into
urea and subsequent excretion of urea via colon
or kidneys prevent entrance of ammonia into
the systemic circulation. If the hepatic metabolic
capacity is exceeded, or if ammonia bypasses
the liver by shunting of blood, circulating ammo-
nia levels increase and elimination of ammonia
is shifted to kidneys, brain, and skeletal muscle.
Hyperammonia usually is associated with either
hepatic failure (or subsequent loss of sufficient
urea cycle activity to catabolize ammonia) or
vascular shunting of blood around the liver (5).
An inherited enzyme deficiency in the urea cy-
cle has been reported in 2 Morgan foals and
resulted in persistently increased ammonia con-
centrations in blood (9). Hyperammonemia also
can be the result of increased absorption from
the intestinal tract following ingestion of toxic
levels of ammonia or urea as well as from in-
creased bacterial breakdown of urea leading to
increased production of ammonia (3,5,8,11).
Hyperammonemia contributes to hepatic en-
cephalopathy in patients with liver failure; how-
ever, there are pathophysiologic differences
between the neurologic syndrome associated
with hyperammonemia caused by gastrointesti-
nal disease, intoxication, or congenital metabol-
ic defects, and that observed in patients with
liver failure (1). Patients with liver failure have
additional metabolic complications that are not
described in patients with other causes of hy-
perammonemia (2). Increased ammonia can
affect the brain via a number of different mecha-
nisms, although there is controversy in the liter-
ature regarding the details and relative im-
portance of various pathologic effects. Ammonia
appears to impair postsynaptic inhibition, inhibit
excitatory neurotransmission, and contribute to
brain edema by causing cellular swelling of as-
trocytes (2). And this may cause brain disorders
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such as ataxia, incoordination. Characteristic

histopathologic findings in the brains of horses

reported to have hyperammonemia associated
with gastrointestinal disease include predomi-
nantly grey-matter proliferation of Alzheimer

type Il astrocytes (5,11).

The gross and histopathologic findings in this

horse confirmed that liver pathology was suffi-

cient to explain the severe hyperammonemia.
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Yazim Kurallarn

Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi'nde veteriner
bilimlerini ilgilendiren alanlarda orijinal arastirmalar, olgu
sunumlari, arastirma notlari, kisa bildiri, derleme ve editére
mektup yayimlanir.

Bitlin eserler yayin kurulunun ve danisma kurulunun
onayindan gectikten sonra yayimlanir.

Dergide yayimlanacak yayinlar igin resmi dil Turkge'dir.
ingilizce yazimis eserler de yaymlanabilir. ingilizce
hazirlanmig makalelerin yayimlanmasina oncelik verilir.
Yayinlar A4 tipi formatta, ¢ift aralik, Arial ve 10 punto olarak
yazilmahdir. Her kenardan 2.5 cm bosluk birakilarak,
sayfalarin sag altina numara verilmelidir. Resimler, sekiller ve
kaynaklar dahil orijinal makaleler 14, derlemeler 14, olgu
sunumlari, arastirma notu ve kisa bildiriler 7 sayfayi
gegcmemelidir.

Daha 6nce kongrelerde teblig edilmis ve 6zeti yayimlanmis
calismalar, bu 6zelligi belirtimek Uzere kabul edilebilir.
Arastirma herhangi bir kurulus tarafindan desteklenmis ise
makalenin bashginin son kelimesi Uzerine yildiz (*)
konularak kapak sayfasinda dipnot olarak belirtilir.

Etik kurul onayi gerektiren galismalarda Etik Kurul onayi
alinan kurumun adi ve onay numarasi Gere¢ ve Yontem
kisminda belirtiimelidir.

Arastirma makalesi; Kapak Sayfasi - Tirkce Ozet - Anahtar
kelimeler - Ingilizce Ozet (Summary) - ingilizce Anahtar
Kelimeler (Key words) - Giris - Gere¢ ve Yontem - Bulgular -
Tartisma ve Sonug - Tesekkir - Kaynaklar - Tablo ve Sekiller
- Sorumlu yazar (Correspondence) bdélimlerini igerecek
sekilde dlzenlenmelidir. Metin igindeki tim baslklar koyu
yazilmahdir. Metin iginde paragraf girintisi yapilmamali,
devamli satir numarasi verilmelidir. Sayfa numaralari sag alt
késeye yazilmahdir.

Kapak sayfasinda sadece Tirkge makale basligi (koyu ve ilk
harfleri bilyiik), ingilizce baslik (ilk harfler biiyiik), kisa baslik
(40 karakteri gegmemeli ve ilk kelimenin ilk harfi bulylk,
digerleri kiiglk olarak yazilmaldir), yazar adlari (unvansiz),
calistiklari kuruma ait bilgiler (soyadi Ustiine numara konulup
dipnot olarak, unvansiz) verilmelidir.

Tirkge ve ingilizce ozetler kapak sayfasindan sonraki
sayfaya yazilmahdir. Ozet kisimlari makale baslig,
galismanin amaci, gere¢ ve yéntem, bulgular ve galismada
varilan sonuglari icerecek sekilde hazirlanmaldir.

Ozet metni, makale baghgi (kelime bas harfleri biyiik, diger
harfler kiigcik olacak sekilde ve ortali ve bold bigimde)
yazildiktan sonra bashgin altinda en fazla 250 kelime
olmalidir. Paragraf yapilmamalidir. Ozet kisminda kisaltma
kullanilacaksa, kisaltmalar ilk kez kullanildiginda agik olarak
yazilmali, daha sonra 0zet iginde hep ayni kisaltma
kullaniimahdir.

ingilizce Ozet (Summary): Ingilizce makale baghg! (kelime
bas harfleri bliylik, diger harfler kiigiik olacak sekilde ve ortali
ve bold bigimde) yazildiktan sonra bashgin altinda en fazla
250 kelime olmalidir. Paragraf yapilmamalidir. Ozet kisminda
kisaltma kullanilacaksa, kisaltmalar ilk kez kullanildiginda
aclk olarak yazilmali, daha sonra O6zet icinde hep ayni
kisaltma kullaniimalidir.

Anahtar Kelimeler: Tiirkge ve Ingilizce olarak 6zetlerin altina,
alfabetik sira ile ilk kelimenin bas harfi bayuk, digerleri kiigiik
harfle (6zel isimler bas harfi blyUk) en fazla 5 kelime olarak
yazilmahdir. Anahtar kelimelerin Tirkiye Bilim Terimleri'nden
segilmesine 6zen gosterilmelidir.

Girig béliminde calisma ile dogrudan iligkili kisa literatr
bilgisi verilmeli, bu kismin son paragrafina galismanin
hipotezi ve amaci yaziimaldir. Bu bolim 2 sayfayi
gegcmemelidir.

Kullanilacak alt bagliklar paragraf girintisi yapiimadan italik,
ikinci alt baslklar normal yaz tipinde olacak sekilde
hazirlanmahdir.

Bulgular; kisa, 6z ve anlasilir bir sekilde yaziimaldir.
Tablolarda  gosterilen  verilerin  tekrar  yazilmasindan
kacinilmaldir. Kullanilacak alt bagliklar paragraf girintisi
yapllmadan italik, ikinci alt basliklar normal yazi tipinde
olacak sekilde hazirlanmalidir. Tablo ve sekillerin metinde
gececegdi yer, alti ve Ustl gizgili olarak belirtiimelidir.

Tartisma ve Sonug bélimiine, galismadan ¢ikarilan sonuglar
ve yargilari iceren kisa bir sonug paragrafi eklenmelidir.
Kisaltmalar ilk kez kullanildiginda agik olarak yazilmal daha
sonra makale iginde hep ayni kisaltma kullaniimahdir.
Ondalik ifadeler nokta kullaniimalidir.

Yazi icinde gegen tir isimleri ve anatomik terimler gibi
Latince ifadeler italik karakterle yazilmalidir. Tum 6lgl
birimleri SI (Systeme Internationale)’e gére verilmelidir.

Tablo ve sekil basliklarinin yalnizca ilk harfleri biylk
olmalidir. Tablolar kaynaklar kismindan sonra, her bir tablo
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ayri sayfada olacak sekilde verilmelidir. Tablo basliklari
Tablo 1. seklinde numaralandiriimahdir. Tablolarda i¢ ve yan
kilavuz cizgiler kullanilmamalidir. Tablo yazisi tablonun
Ustine yazilmali, tabloda gegen kisaltmalar tablo altinda
belirtiimelidir.

Her resim, grafik ve gizim; sekil olarak kabul edilip Sekil 1.
gibi yazilmali, her biri ayri sayfada olacak sekilde verilmelidir.
Resimler 300dpi ¢ézinurlukte olmalidir. Resimlerin fotokopisi
kabul edilmemektedir. Kullanilan resimlerin dergide renkli
basiimasinin istenilmesi durumunda Ucret talep edilecektir.
Derlemeler, orijinal olmasi, en son yenilikleri icermesi,
yazarlarin konu ile dogrudan iligkii en az 3 adet
calismalarinin olmasi ve bunlarin derleme iginde kullaniimasi
durumunda yayinlanmak Uzere kabul edilebilecektir.
Derlemeler kapak sayfasi, Tirkge Ozet - Anahtar kelimeler -
ingilizce Ozet (Summary) - ingilizce Anahtar Kelimeler (Key
words) - Girig, konunun kendine ait alt basliklari, Sonug,
Kaynaklar, Tablo ve S$ekiller ve Sorumlu yazar
(Correspondence) bélimlerini icerecek sekilde
diizenlenmelidir. Derlemelerde kullanilacak alt bagliklar
paragraf girintisi yapilmadan italik, ikinci alt bagliklar normal
yaz! tipinde olacak sekilde hazirlanmalidir.

Olgu Sunumlari, Tiirkge Ozet - Anahtar kelimeler - ingilizce
Ozet (Summary) - Ingilizce Anahtar Kelimeler (Key words) -
Giris - Olgu(lar) - Tartisma ve Sonug - Kaynaklar - Tablo ve
Sekiller ve Sorumlu yazar (Correspondence) bdlimlerini
icermelidir. Kullanilacak alt basliklar paragraf girintisi
yapilmadan italik, ikinci alt basliklar normal yaz tipinde
olacak sekilde hazirlanmalidir.

Metin iginde belirtilen tim kaynaklar "Kaynaklar" listesinde
yer almalidir. Kaynaklar yazilirken alfabetik siraya konulmal,
noktalama isaretlerine 6rneklerde gdsterildigi sekilde dikkat
edilmeli ve yazi iginde her kaynaga ait numara ilgili olan
cumlenin sonunda parantez iginde mutlaka belirtiimelidir.
Dergi kisaltmalari Index Medicus ile uyum igerisinde
olmalidir. Arastirma makalelerinde en fazla 30, derlemelerde
45 ve olgu sunumlarinda ise 15 kaynak kullaniimahdir.
Kaynaklar;

Kaynak sureli yayin ise; vyazar(lar)in soyad(lar)i ve
isim(ler)inin bas harf(ler)i, makale ismi, dergi ismi, yil, cilt
(olmasi durumunda), sayi ve sayfa numaralari belirtiimelidir.
Ornek: Kaldhone P, Nayak R, Lynne AM, Dvaid DE,
McDermott PF. Characterisation of Salmonella enterica
serovar Heidelberg from Turkey-associated sources. Appl
Environ Microbiol 2008; 74(16): 5038-46.

Kaynak editorli kitaptan bir bélim ise; yazar(lar)in soyad(lar)i
ve isim(ler)inin bas harf(ler)i, bolim ismi, editér soyad(lar)i ve
isim(ler)in bas harfi, kitap ismi, kaginci baski oldugu, baski
yeri, yayinevi adi, basim vyl ve sayfa numara(lar)
belirtiimelidir.

Omek: Hornbeck P. Assay for antibody production. Colign
JE. Kruisbeek AM. Marguiles DH. eds. In: Current Protocols
in Immunology. New York: Greene Publishing Associates,
1991; pp. 105-32.

Kaynak kitap ise; yazar(lar)in soyad(lar)i ve isim(ler)inin bas
harf(ler)i, kitap ismi, kaginci baski oldugu, baski yeri, yayinevi
adi, basim yili ve sayfa numara(lar)i verilmelidir.

Ornek: Fleiss JL. Statistical Methods for Rates and
Proportions. Second Edition. New York: John Wiley and
Sons,1981; p.103.

Kaynak editorli kitap ise; yazar(lar)in soyad(lar)i ve
isim(ler)inin bas harf(ler)i, eds kisaltmasi, kitap ismi, kaginci
baski oldugu, baski yeri, yayinevi adi, basim yili ve sayfa
numara(lar) verilmelidir.

Ornek: Balows A, Mousier WJ, Herramafl KL, eds. Manual
of Clinical Microbiology. Fifth Edition. Washington DC: IRL
Press, 1990; p. 37.

Kaynak kongre bildirisi ise; yazar(lar)in soyad(lar)i ve
isim(ler)inin bas harf(ler)i, bildiri ismi, kongre adi, kongrenin
yapildidi ay ve tarih, yil, sehir ve llke bilgileri verilmelidir.
Omek: Entrala E, Mascarp C. New structural findings in
Cryptosporidium parvum oocysts. Eighth International
Congress of Parasitology (ICOPA VIII). October, 10-14, 1994;
izmir-Tirkiye.

Tezler,

Kaynak tez ise; yazarin soyadi ve isminin bas harfi, tezin
ismi, tezin tlrd, enstitld ismi, sehir, tezin kabul yili ve sayfa
numara(lar)i belirtiimelidir.

Ornek: Erdem V. Képek gdz hastaliklarinda klinik
oftalmoskopik ve ultrasonografik bulgularin degerlendiriimesi,
Doktora tezi, Ankara Univ Sag Bil Ens, Ankara 2003; s. 1-2.
Kaynak internette bulunan bir web sitesi ise, yazar(lar)in
soyad(lar)i ve isim(ler)inin bas harf(ler)i, (yazar adi yoksa
web sitesinin veya kaynaginin adi) yazilir. Daha sonra
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sirastyla yili, makalenin adi, varsa yayinci, internet adresi ve
erisim tarihi belirtilir. Kaynak olarak web siteleri kullanilacak
ise sinirll sayida olmasina ve resmi web sitelerinin
kullaniimasina 6zen gosterilmelidir.

Omek: Mevzuati Gelistirme ve Yayin Genel Mudurligu
Mevzuat Bilgi Sistemi, 30.06.2013, Tiurk Gida Kodeksi Gida
Katki  Maddeleri ~ Yonetmeligi, Tulrkiye = Cumhuriyeti
Basbakanlik,
http://www.mevzuat.gov.tr/Metin.Aspx?MevzuatKod=7.5.185
32&Mevzuatlliski=0&sourceXmlSearch=katki, Erisim tarihi:
23.02.2016.

Eserler dergide yayimlandiktan sonra, bitiin sorumluluk
sahiplerine aittir.
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25.

Yazilar goénderilirken son kontrol listesi izlenecek ve yayin
hakkinin devri sézlesmesi tim yazarlarca isim sirasina goére
imzalanacaktir.  Yazim  kurallarina  uygun olarak
hazirlanmayan ve yayin hakki devir sozlesmesi
bulunmayan yayinlar isleme alinmayacaktir.

Yazilar, ercvet@gmail.com adresine  gonderilmelidir.
Yazigmalar igin, makale sonunda ayri bir sayfada, yazar adi,
unvani yazilip, haberlesme adresi, telefon, fax numarasi ve
e-mail adresi yazilmalidir.
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Instructions to Authors

The Journal of Faculty of Veterinary Medicine, Erciyes
University publishes original papers, short communications,
case reports, letter to editor and original review articles related
to the field of Veterinary Medicine.

Editorial board and advisory committee must prove all
manuscripts before considered publication.

Formal language of manuscripts is Turkish. However,
manuscripts in English, German, and French are
also accepted. And the beginning of the manuscript must
contain the Turkish and English summaries.

Original manuscripts must be typed in Word program and
e-mail to ercvet@gmail.com.

Manuscript must contain a separate page (as a last page of
the manuscript) including the corresponding author's
name, his/her title, communication address, phone
number, fax number, and e-mail address.

Original papers and reviews should normally not exceed 12
and 15 pages respectively. Case reports, research notes and
short communications also should not exceed 6 pages
including tables and figures. Manuscripts must be printed
A4 papers. Font size must be 10 pt (Arial) and legible.
Manuscripts must be type written with double spacing and
wide margins (3cm each side). All pages must be numbered
consecutively.

Studies were partially presented in a national or
international meeting or published as an abstractin any
journal can be published with indication of this status at
the bottom of the page (footnote). In the same page,
information should be included on any institutions or
individuals who financially contributed to the work. This
information must be showed in the running title of the
manuscript as an asterisk also seen at the bottom of the page
(footnote).

Copyright Release form must be filled and signed by all
authors. Final checklist should also be followed.

The manuscript must be submitted with Animal Care and
Use Committee report if the work requires.

Manuscript must be organized as follows: Summary (Turkish
and English), Key Words, Introduction, Material and Methods,
Results, Discussion and Conclusion, Acknowledgements,
References, Tables, Figures, Charts, Graphs and
Photographs and their explanations. All titles of sections
must start with capital letter and be bold. Paragraphs in the
text should not indented, but lines should be numbered.

The cover page should be supplied as a separate page
and include: running title, max 40 characters in English with
the first letters capital, the name(s) of the author(s) without
titles, affiliations and complete postal address of all
author(s). Superscript numbers should be given to the
surnames of authors as affiliation information.

The title page must contain the Turkish and English
summaries (up to 200 words) with no paragraph and not more
than five Key Words in Turkish and English. Key Words must
be placed below summary with an alphabetical order. Only the
first Key Word must start with a capital letter.

Abbreviations should be defined when first used and be
consistent throughout the text.

Names of tables and figures must be given in a separate
page. Through the manuscript, tables and figures must be
replaced a proper place and contain  descriptive
information related to the table or figure. Descriptive
information must be placed above the tables but below the
figures in the text with any explanations or footnotes below.
Title of figure and photographs must be numbered in order
as figure 1, figure 2 or so. Each page must contain no more
than one figure or table. Figures must be suitable for high
quality print. Line drawings should be printed by laser or inkjet
printer. Lines in tables should be hidden.

All cited works in the text must be present in literature
section. References must be assembled alphabetically. In the
text, they should be referred with numbers. Places must
be indicated within the text. Periodicals, books, multi
author books, chapter of a book and other references must be
given as follows: Journal titles should be abbreviated
according to the Index Veterinarius.
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Species names and anotomical terms in Latin should be italicized.
All measurement specifications must follow the SI (Systeme
Internationale) units.

Photographs must be of good quality, black and white and printed
on glossy paper. Photocopies of photographs are not acceptable.
Color photographs are accepted but the contributor must meet
money charge. Also, if color photographs are desired or necessary
all needed material must be provided. Photographs should be
clearly marked on the reverse side with the number, author's name
and orientation (top), use a soft pencil.

Review articles are considered for publications if they are original
and contain recent developments. Reviews contain title as in
research manuscripts, summary, introduction, subtitles appropriate
for the review, result and literature cited. Key Words are also
added.

Case reports must contain Summary, Key Words, Introduction,
Case(s), Results and Discussion, and Literature cited.

Literature;

If the source is a periodical, citation must be done as shown below
example: Kaldhone P, Nayak R, Lynne AM, Dvaid DE, McDermott
PF, Logue CM, Foley SL. Characterisation of Salmonella enterica
serovar Heidelberg from turkey-associated sources. Appl Environ
Microbiol 2008; 74(16): 5038-46.

If the source is from chapter of a book with an editor, citation must
be done as shown below
example: Hornbeck P. Assay for antibody production. Colign JE.
Kruisbeek AM. Marguiles DH. eds. In: Current Protocols in
Immunology. New York: Greene Publishing Associates, 1991; pp.
105-32.

If the source is a book, citation must be done as shown below
example: Fleiss JL. Statistical Methods for Rates and Proportions.

Second Edition. New York: John Wiley and Sons,1981; p.103

If the source is whole book with an editor, citation must be as below.
example: Balows A, Mousier WJ, Herramafl KL, eds. Manual of
Clinical Microbiology. Fifth Edition. Washington DC: IRL Press,
1990; p. 37.

If the source is from meeting, citation must be done as shown below
example: Entrala E, Mascarp C. New structural findings in
Cryptosporidium parvum oocysts. Eighth International
Congress of Parasitology (ICOPA VIII). October, 10-14, 1994; izmir-
Turkiye.

If the source is from a thesis, citation must be done as shown below
example: Erakinci G. Investigation of Antibodies Against Parasites
in Blood Donors. PhD Thesis. Ege Univ. Institute of Health
Sciences. Parasitology Program, Izmir-Turkey, 1993.

The source is a website on the internet, the initials of the authors’
surnames and names (if there is no name of author the name of the
website or of the source) are written. Then the years and title of the
article, Publisher (if any), internet address and arrival date are
specified in this order.

If websites are to be used as source, care must be taken to keep it
limited and the website to be official.

Example: TUIK. Hayvancilik istatistikleri.
http://www.tuik.gov.tr/hayvancilik.app/hayvancilik.zul; Accessed

Date: 14.03.2010.
Once the studies one published in the journal, all the responsibility
belongs to the authors.
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SON KONTROL LISTESI

Makalenizi géndermeden 6nce litfen bu bélimdeki maddelerle karsilastirma yapiniz ve eksiklikleri

gideriniz.

Eksiksiz doldurulmus ve butlin yazarlarca imzalanmis “Telif Hakki Devri Formu”
(http://ercvet.gmail.com adresinden ulasabilirsiniz) makale ile birlikte génderildi.

Metnin tamamu ¢ift aralikli (5 mm) yazildi (Ozetler, tablolar, sekil alt yazilari, kaynaklar v.d. dahil).
Her bir kenarda 2,5 cm bosluk birakildi.

Yazilar 10 punto (Arial) ile yazildi.

Satir numaralari verildi.

Kapak sayfasinda, makalenin bashgi (sadece yazim dilindeki) koyu (bold) yazildi, kisa baslik
eklendi.

Kapak sayfasinda, yazar isimleri agik olarak yazildi (kisaltma yok).
Kapak sayfasina dipnot (varsa) eklendi.

Turkge baslk yazildi.

Tarkce 6zet yazildi.

Turkge anahtar kelimeler (alfabetik sirali ve ilk kelimenin ilk harfi blyuk digerleri kiigik harfle
yazildi) verildi.

ingilizce baslk yazildi.

ingilizce 6zet yazild.

ingilizce anahtar kelimeler verildi.

Sekillerin orijinal halleri eklendi.

Metin iginde sekiller ardigik numaralandi.

Sekil boyutlar min.=8x20; max.=16x20 cm.
Metin iginde tablolar ardigik numaralandi.
Tablo boyutlari min.=8x20 cm; max.=16x20 cm.
Sekil ve tablolarin metin iginde gelmesi istenilen yer belirtildi.
Sekiller listesi ayri bir sayfa olarak hazirlandi.
Her sekil ayri sayfaya yerlestirildi.

Tablolar listesi ayri bir sayfa olarak hazirlandi.
Her tablo ayri sayfaya yerlestirildi.

Kaynaklar yazim kurallarina uygun yazildi.

Yazisma adresi verildi.
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Before you submit your work, please take the time to be certain that your paper (and other writings

as applicable) is in the correct format and that you have included everything necessary by checking it

against this checklist.
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Copyright Release Form has been enclosed, completed and signed by all authors
(http://ercvet.gmail.com).

Entire paper has been 5 mm double-spaced (abstract, tables, captions/legends, references).
Margins have been 2,5 cm each side.
Font size has been 10 pt (Arial).

Lines have been numbered.

Title of the manuscript has been written bold and short title added on the cover page.
Author(s) names have been fully written (not abbreviated) on the cover page.

Footnote has been given on the cover page (if necessary)

English title has been given.

English summary has been given.

English keywords have been given alphabetically.

Turkish title has been given.

Turkish summary has been given.

Turkish keywords have been given alphabetically.

Orijinal figures have been enclosed.

Orijinal figures have been prepared correctly according to instructions.
Figures have been referred to consecutively in the paper.

Dimensions of figures have been min =8x20 cm; max.=16x20 cm.
Tables have been referred to consecutively in the paper.

Dimensions of tables have been min =8x20 cm; max.=16x20 cm.
Figures and tables have been stated requiring put on the manuscript.
Names of figures have been given on a separate page as figure list.
Each figure has been given on a separate page.

Names of tables have been given in a separate page as table list.
Each table has been given on a separate page.

References has been typed according to instructions.

Corresponding address has been given.
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