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ABSTRACT

This study was conducted to investigate the effect of the white mulberry extract on histopathology, anti-inflammatory
properties of liver tissue, blood serum antioxidant parameters and performance parameters of diabetes-induced rats with
streptozotocin. Experimental groups consist of 24 animals which were divided into four groups; control group (C, n: 5),
streptozotocin applied group 1 (DG 1, n: 6), mulberry extract applied group 2 (DG 2, n: 7), streptozotocin and mulberry
extract experimental group 3 (DG 3, n:6), totally 24 animals were used. Although vascular congestion in the liver tissue was
detected 2 animals in C and DG 2 groups and 1 animal in DG 3 group, vascular congestion was detected in all animals in
DG 1 group. (P <0.05). Inflammatory findings of liver tissue were not seen in C, whereas it was mild in 2 animals in DG 2
and it was seen in all animals in the group of DG 1. Degeneration findings in liver tissue were not seen in C, but it was
detected in 1 animal of DG 2 and all animals in DG 1 (P <0.01). There was no statistical difference between the
ceruloplasmin levels of the groups (P> 0.05). Live weight gain in control group 150,03 g., DG 2 114.43 g. (P <0,01). 1.33 g.
live weight gain and weight loss in DG 3 (P> 0.05). In conclusion, mulberry extract applied to rats significantly reduced
vascular congestion, inflaimmation and degeneration findings in liver tissue and it can be said that mulberry extract has
antiinflammatory effect.

Keywords: Anti-inflammatory, Antioxidant, Inflammation, Performance, White Mulberry Extract.
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Streptozotosin ile Diyabet Olusturulan Ratlarda Beyaz Dut Ekstraktinin Performans, Antienflamatuar ve
Serum Antioksidan Parametreleri Uzerine Etkisi

(074

Bu ¢aligmada streptozotosin uygulanarak diyabet olusturulan ratlarda beyaz dut ekstraktinin kan serumlarinda antioksidan
etkileri, karaciger dokusu histopatoloji, antienflamatuar 6zelligi ve ratlarda performans parametreleri tizerine etkisi aragtirildi.
Deney gruplari, kontrol grubu (K, n:5), streptozotosin uygulanan deney grubu 1 (DG 1, n:6), dut ekstraktt uygulanan deney
grubu 2 (DG 2, n:7), streptozotosin ve dut ekstraktinin birlikte uygulandigt deney grubu 3 (DG 3, n:6) olmak tizere toplam 24
adet hayvandan olusturuldu. Karaciger dokusunun yapisindaki vaskiiler konjesyon K ve DG 2’de 2 hayvanda, DG 3’te 1
hayvanda tespit edilmesine ragmen, DG 1°de butiin hayvanlarda belitlenmistir (P<0,05). Karaciger dokusunun yangi bulgulari
K’da gorilmezken, DG 2’de 2 adet hayvanda hafif sekilde, DG 1’deki tim hayvanlarda gézlenmistir. Karaciger dokusundaki
dejenerasyon kontrol grubunda gérilmezken, DG 2°de 1 adet, DG 1’de ise tiim hayvanlarda gérilmistir (P<0,01). Gruplarin
serum dokularindaki seruloplazmin diizeyleri arasinda 6nemli bir fark bulunmazken (P>0,05), Paraoksonaz (PON) aktiviteleri
arasindaki fark 6nemli dizeyde oldugu tespit edilmistir (P<0,05). Canlt agirlik artist kontrol grubunda 150,03 g., DG 2 de
114,93g. olarak gerceklesmistir (P<0,01). DG 1’de deneme stresince 1.33 g. canlt agirlik artist olurken DG 3’te agirlik kayb:
olmustur (P>0,05). Sonu¢ olarak arastirmada ratlara uygulanan dut ekstraktinin karaciger dokusunda vaskiler konjesyon,
yangi ve dejenerasyon olgularint 6nemli derecelerde azalttigt ve antienflamatuar etkisi gdsterebilecegi s6ylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Antienflamatuar, Antioksidan, Beyaz dut ekstrakti, Performans, Yangt
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GIRIS

Giunimiizde deney hayvanlart bircok amag¢ icin
kullanidmaktadir. Bunun en O6nemli nedeni deney
hayvanlarinin  ¢cok hizli ve kisa slrede tremesi,
gelismesi ve ckonomik olmasidir. Ayrica, ratlarin
metabolizmalarinin  diger hayvanlara gbre insan
metabolizmasina daha yakin olmast sayilabilir.
Hastaliklarla miicadeleyi gelistirmek ve yonetmek icin
yeni ilaglar ve etken maddeler izerine caligmalar
yapilmaktadir. Beyaz dut bitkisi (Morus Alba) gida,
ilag, kozmetik ve hayvancilik sektériinde 6zellikle ipek
bocegi beslenmesinde  (yapraklarr) yaygin olarak
kullanilmaktadir (Baskaya 2013).

Canlilar strese maruz kaldiklarinda doku hucrelerinde
cesitli hasarlar olusabilmektedir. Hiicrelerde olusan
hasarin derecesi, stresi yapan etkenin kendisi ve
dozuna baglt olarak degismektedir. Streptozotosin’in
(STZ) hayvanlarin bagta pankreas ve karaciger olmak
tzere  ¢esitli  dokusunda  hasar  olusturdugu
bilinmektedir (Yaman ve Dogan 2016).

Seruloplazmin  (SP) buyik oranda karacigerde
sentezlenen, bakirin tasinmasinda ve vicutta olusan
oksidatif serbest radikallerin  uzaklastirilmasinda
onemli gorevleri olan bir proteindir. SP, dokularda
olusan hasarlar asgariye indirmek icin antioksidan ve
sitoprotektif ¢zellikler gésteren akut faz bir proteindir
(Fox ve ark. 1995, Mcpearson 1996). Bu protein aynt
zamanda oksidaz enzimi Ozelliginde oldugu icin
(Balakrishnan ve Goswami 1991, Fleming ve ark.
1991) demir metabolizmasinda da Gnemli gérevleri
bulunmaktadir.  Ayrica  hiicre  disinda  diger
antioksidanlar (E ve C vitamini ile albumin, bilirubin,
haptoglobulin, beta-karoten ve alfa-I antitripsin,
transferrin) ile bitlikte savunma sisteminde gorev alir
(Halliwell ~ 1991). Paraoksonaz  enzimi  (PON)
karacigerde sentezlenmesine ragmen karaciger,
bobrek, ince bagirsak basta olmak tzere bir¢ok
dokuda ve plazmada bulunur. Bu enzimin en 6nemli
gorevi hidrojen peroksit radikallerini organizmadan
uzaklastirmak ve yag asitlerini oksidasyondan
korumaktir (Ali ve ark. 2003).

Diunyada tropikal ve subtropikal iklime sahip sicak
bolgelerde yetistirilen beyaz dut bitkisi (Morus Alba)
bir¢ok kullanim alani bulunmaktadir. Bu bitkinin
meyvesi degisik formatlarda gida ve medikal
sektoriinde, yapraklari ise ipek bocegi yetistiriciliginin
yem maddesi olarak genis alanda kullanilmaktadir.
Giniimiizde dogal olmayan bazi katki maddelerinin
kullanimina baglt olarak hastaliklarin arttift ve bu
durum ise insanlarin dogal Urtnleri titketimine
yonelmesine neden olmustur. Ayrica glinimizde
buna paralel olarak, 6zellikle medikal sektérde dogal
drinlerin  kullanim alani artmustir. Dut meyvesinin
yapisinda bulunan [alkaloidler, flavonoidler (Du ve
ark 2003), glikozitler (Katsube ve ark 2006, Wang ve
ark 2011), terpenoidler (Kikuchi ve ark 2010),

steroidler (Kuo ve ark 1970), ucucu yaglar, tanenler
(Banfield 1951)] maddelerin antidiabetik (Singab ve
ark 2005), hipolipidemik, antihipertansif (Lee ve ark
2011), antimikrobiyal (Kim ve ark 1993), antioksidan
(Arabshahi-Delouee ve Urooj 2007, Wattanapitayakul
ve ark 2005), antiteratosklerotik (Enkhmaa ve ark
2005), antikanser (Choi ve Hwang 2005),
néroprotektif (Niidome ve ark 2007) ve antiiilser
(Ameen ve ark 2009) etkilerinin oldugu bildirilmistir.
Bu calisma streptozotosin  (STZ) ile diyabet
olusturulan ratlarin karaciger doku ve kan serum
Orneklerinde analizler yapilmuistir. Yapilan literatiir
taramasinda dut ekstraktt uygulamasinin STZ ile
indtiklenen diyabet modelinde etkinligi hakkinda
herhangi bilgi bulunamamistr. Hayvanlar diyabet
olduklarinda pankreas dokusunun hasar gérmesi
sonucu  insiilin  metabolizmasinin  bozuldugu
bilinmektedir. Bu ¢alismanin yapilma amaci, STZ ve
dut ekstrakti uygulamasmnin karaciger dokusunun
histopatolojisi, ~ performans  parametreleri  ve
serumlarinda  antioksidan  parametreleri  {zerine
etkilerini aragtirmaktir.

MATERYAL ve METOT

Hayvan ve Yem Materyali, Bakimi ve Beslenmesi
Bu calisma Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Deney Hayvanlart Unitesi’nde 15.05.2019
tarih 522 sayilt etik kurul izni ile yapildi. Deneyde
ortalama 8 haftalik yasta 24 adet erkek Wistar Albino
ikt rat kullaniddi. Deneme basinda ratlarin ortalama
canlt agirliklars  Hayvanlara gunlitk 12 saat 151k ve 12
saat karanlk olacak sekilde, yaklasik 20£2°C sicaklik
ve nem orant %45-65 olan bir ortam saglandr
Hayvanlara verilecek olan rasyon Ozel bir yem
fabrikasindan temin edildi. Hayvanlarin
beslenmesinde  kullanilan  yemin besin  madde
kompozisyonu ham proteini %24, ham yag1 %3, ham
selilozu  %05,97, metabolik enetjisi 3300 kcal/kg
olacak sekilde dizayn edildi (Bazal rasyon, NRC
1995). Hayvanlara yem ve su ad libitum saglandu.

Dut Ekstraktinin Hazirlanmasi

Bu calismada kurutulmus beyaz dut meyvesinin
(white mulberry fruits, Morus alba) ekstrakt kullanidi.
Beyaz dut meyvesi ise Erzincan iline bagh Yesilcay
koytinden (Turkiye, 39°43'14.3"K  39°21'28.8"D)
temin edildi. Kurutulmus dut meyve ekstrakt
elektrikli degirmende 6gutilip 0.5 mLlik eleklerden
gecirilip 1stktan etkilenmemesi icin kahverengi cam
kavanozlara alindi. Dutun methanolik ekstraktinin
elde edilmesinde Alam ve ark (2002) ve Khan ve ark
(2013) tarafindan bildirilen yontem kullanildi. Bu
yonteme gore yaklasik olarak 6giitilmiis 500 gr. dut
meyvesi kahverengi siselere aliip tlzerine 1.5 L
methanol eklendi. Bu karisim 15 giin boyunca, her 12
saatte bir 1’er saat calkalayict kullanilarak calkalands.
Dut meyvesi-methanol karisgtmi  Watman — stizgeg
kagidi kullanilarak steril kaba stiziiliip, kullanima hazir
hale getirmek i¢in 50 °C basingta vakumlu evaporator

2



kullanilarak ¢6ziicinin  ugmast saglandt ve dut
ekstrakti elde edildi. Ekstrakt tartilarak icme suyu ile
¢ozdirilerek ratlara uygulandi.

Diyabet Olugturulmasi
Taze sitrat tamponu bir miktar saf suda 2,1 g sitrik
asit monohidrat (C6H8O7 H20) c¢ozdurilip
lzerine 2,94 ¢ trisodyum sitrat dihidrat (COH5Na307
2H20) eklenerek son hacim 100 ml’ye
tamamlandiktan sonra Inolab WIW pH metre
kullanilarak pH 4,5’ ayarlandi( Turkmen 2013).
Hazirlanan sitrat tamponunda ¢ozdirilen STZ (40
mg/kg) subkutan olarak ti¢ glin ara ile iki doz seklinde
yapildt. Ratlarda, ilaca bagli hipoglisemik soku
engellemek icin 24 saat siire ile %5 glikoz soliisyonu
icme suyu ile verildi. Bir hafta sonra aclik kan kan
glikoz seviyesi 2300 mg/dL seviyesinin tzerinde olan
hayvanlar diyabetik olarak kabul edildi (Dik ve ark.
2017).

Deney Gruplarinin Olugturulmasi

Hayvanlar ortalama 8 haftalik yasa geldiklerinde
gruplar olusturuldu. Olusturulan gruplara asagidaki
uygulamalar yapildi.

Kontrol grubu (K, n:5): Bazal rasyon verildi. Tlave
olarak 56 glnliik deneme stiresince oral gastrik gavaj
yontemiyle 0,5 ml icme suyu verildi.

Deney Grubu 1 (DG 1, n:6): Ratlara calisma
baslangicinda ayrt ayri subkutan (40mg/kg) 3 giin ara
ile 2 doz STZ (STZ- %98 HPLS, Sigma-Aldirich Co.,
USA) uyguland:. Bazal rasyona ilave olarak 56 giinlik
deneme stiresince oral gastrik gavaj yontemiyle 0,5 ml
igme suyu verildi.

Deney Grubu 2 (DG 2, n:7): Bazal rasyona ilave
olarak her hayvana 56 giinlitk deneme siiresince oral
gastrik gavaj yontemiyle 600mg/kg (0,5ml) doz olarak
dut ekstraktr verildi

Deney Grubu 3 (DG 3, n:6): Ratlara calisma
baslangicinda ayrt ayri subkutan (40mg/kg) 3 giin ara
ile 2 doz STZ ve Bazal rasyona ilave olarak 56 giinlitk
deneme stiresince oral gastrik gavaj yontemiyle

600mg/kg (0,5 ml) dut ekstrakt: verildi.

Aragtirma  gruplarinin  canlt  agirhiklart  deneme
basindan itibaren her hafta diizenli olarak alindi.
Hayvanlar her hafta ayn1 giin yemlemeden 6nce (ag
karinlarina) tartiarak canl agirliklar belirlendi. Yem
ve su tiketimleri ile ilgili veriler, arastirmanin 3.
haftasindan sonra her sabah saat 08:30 da alindi. Her
sabah hayvanlarin yemliklerinde artan yemler tartilip,
su miktart Olcllip kaydedildi ve yerine tekrar
tartilarak ve Olctlerek konuldu. Daha o6nce dut
ekstrakti ile yapilmis calisma bulunmadig icin bu
arastirmada kullanilacak doz (600 mg/kg), daha 6nce
dut yapraklari ile yapilmis calismadan secildi (Omar ve
ark. 2016). 56 ginliik deneysel prosediiriin sonunda

ratlar ksilazin (10 mg/kg, periton ici, Ksilazol, Provet,
Turkiye) - ketamin (60 mg/kg, periton ici, Ketalar,
Pfizer, ABD) anestezisi altinda iken kalplerinden kan
alinip servikal dislokasyon yontemiyle Gtenazi edildi
ve karaciger agirliklart tespit edildi.

Biyokimyasal ve Histopatolojik Analizler
Ratlardan alinan kan Srnekleri 2500 rpm’da 10 dakika
santriflyj edilerek elde edilen serum 6rneklerinden SP
ve PON analizleri gerceklestirildi. SP diizeyleri Ceron
ve Suibela-Martinez (2004) tarafindan bildirilen
yontemle Olcildi. Yoéntemde laboratuvar sartlarinda
manuel olarak hazirlanan asetat tamponunda(0,6 M
CH;COONa. 3H,O, pH 5.0) P-fenilen diamin
diklorid (PPD)’e serum Ornekleri eklendi ve olusan
rengin absorbansin 550 nm’de spektrometrik olarak
Olcilerek  elde edilen absorbanslardan — serum
seruloplazmin degeri hesapland: (Curzon ve ark.
1960). PON aktivitesi ise Armstrong (2008)
tarafindan bildirilen yontemle 6l¢iildi. Bu yontemle, 1
mM CaCl; ve 4 mM paraokson igeren 50 mM
laboratuvar sartlarinda hazirlanan glisin tampon ( 50
mM Glisin, 1 mM CaCl,, pH 10.5, 37 °C) kullanilarak,
PON enzimatik olarak hidroliz edilip ve p-nitrofenol
olusturuldu. Olusan rengin absorbanst 412 nm
olgiilerek PON aktiviteleri hesapland.

Alman kan 6rneklerinden elde edilen serumlarda SP
ve PON antioksidan analizleri yapidi. Karaciger
dokulart  %10’luk tamponlu formaldehitte tespit
edildikten sonra rutin takip prosediiriinden gegirilerek
parafine gémildi ve 5pm kalinliginda kesitler alinarak
hematoksilen-eozin ile boyanarak belirlendi (Taylor ve
Cote 1994). Histopatolojik degetrlendirme amactyla
vaskdler konjesyon (VK), yangi (Y), dejenerasyon (D),
nekroz (N), kanama (K), safra kanali hiperplazisi
(SKH) ve fibrosis (F) wvath@ gruplar arasinda
karsilastirlldt ve 15tk mikroskobu (Nikon Eclipse
E600) ile degerlendirildi.

Histopatolojik  olarak lezyon skorlanmast yari
kantitatif yontemle 40X magnification mikroskop
(Nikon Eclipse E600, Japonya) altinda 10 farkli alan
incelenerek degerlendirildi. Skorlama: - (yok), +
(hafif), ++ (orta) ve +++ (siddetli) olarak yapildi.
Kan 6rnekleri 2500 rpm’ de 10 dakika santriftij edildi.
Elde edilen serum 6rneklerinde SP ve PON analizleri
gerceklestirildi.

Istatistiksel Analizler

Arastirmada  elde  edilen  bulgularin  istatiksel
degerlendirilmesinde SPSS paket programi kullanildi.
Calismada elde edilen bulgulardan canlt agirlik artist,
karaciger agirligl, serum SP ve PON seviyelerinin
analizinde, istatistiksel degerlendirilmesinde Tek yonlii
ANOVA, gruplar arasindaki 6nemliligi belirlemek icin
post-hoc olarak  Duncan  testi  kullanilmistir.
Karacigerdeki histopatolojik degisimlerin (VK, Y ve
D) hesaplanmasinda ise Kruskal- Wallis analizi
yaptmistir. Tablolarda veriler X =+ standart hata
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seklinde ifade edilmis, 6nemlilik dizeyi (P<0.05
olarak belirlenmistir). Calismada yem tiketimi ve su
tiketimi ile ilgili hesaplamalarda ise istatistik analiz

yapilmayip matematiksel olarak hesaplanmistir (SPSS
2011).

BULGULAR ve TARTISMA

Ginimiizde hayvan deneylerinde diyabet olusturmak
icin STZ uygulamast yogun olarak kullanilmaktadir.
STZ organizmada serbest radikal olarak etki
gostererek dokularda bircok hasara neden olmaktadir.
En fazla etkilenen dokularin basinda pankreas ve
karaciger gelmektedir (Kurger ve Karaoglu 2012).
Diyabet olan canllarin  organizmalarinda  ve
metabolizmalarinda 6nemli degisimler olmaktadir. Bu
degisimler kendini basta pankreas dokusunda
gostermektedir. Pankreas dokusundaki degisimlerin
instlin metabolizmasint etkiledigi bilinmektedir. Diger
taraftan karaciger dokusu ise bu tiir etkenlerin (serbest
radikallerin)  detoksifiye  edildigi en  Snemli
organlardan biridir (Take ve ark. 2004). Bu calismada
diyabet olusturulan ratlarda karaciger dokusunda
histopatolojik yapt ve kan serumunda SP diizeyi ve
PON enzimi aktivitesi uzerine etkileri incelenmistir.
Aragtirmada hayvanlarin karaciger dokusunda olusan
VK, Y, D, N, H, SKH ve F incelenmis ve 0 (etkisi
yok) ile +3 (Siddetli) arasinda skorlama yapilarak
belitlenmistir.

Karaciger dokusunun analizinde; safra  kanal
hiperplazisi ve fibrozis bulgulart ¢alismada kullanilan
gruplardaki hayvanlarin  hicbirinde  g6rilmemistir.
Hemoraji bulgusu DG 1 ve DG 3’te sadece birer adet
hayvanda, nekroz bulgusu ise sadece DG 1’deki 1
hayvanda gorilmustir (Tablo 1-2). Bu nedenle
yukarida belirttigimiz bulgular ile ilgili istatistiksel
degerlendirme yapilmamustir.

Karaciger dokusunda yapisindaki vaskiler konjesyon
K ve DG 2de 2 adet hayvan, DG 3te 1 adet
hayvanda tespit edilmesine ragmen, diyabet yapilan
DG 71’de butin hayvanlarda belirlenmistir (P<0,05)
(Tablo 1-2). Elde edilen bulgular: bitin olarak
degerlendirdigimizde STZ  karacigerde vaskiiler
konjesyona neden oldugu, ancak dut ekstraktinin ise
STZ kimyasal ajanin sebep oldugu VK bulgusunu
onemli derecede dustirdigt tespit edilmistir (P<0.05)
(Tablo 2). Karaciger dokusunun yangi parametresi
incelendiginde K’da gorilmezken, DG 2’de 2 adet
hayvanda hafif sekilde portal alanlarda, DG 1°de ise
gruptaki tim hayvanlarda gérilmis olup; bunlardan
bir tanesinde parankimyal yangi belirgin iken, i
hayvanda portal bolgede orta dereceli yangtya ve g
hayvanda ise hafif dereceli portal yangiya
rastlanmistir. DG 3’te ise yalnizca 2 hayvanda hafif
dereceli portal yangiya rastlanmustir (Tablo1, Sekil 6).
Karaciger dokusunun histopatolojik incelenmesinde
STZ uygulamasi yangtyt 6nemli derecede yikseltirken,
dut ekstraktinin yanginin baskilanmasinda 6nemli

etkisinin oldugu gorilmustir (P<0.01) (Tablo2).
Deney gruplarinin karaciger dokusundaki
dejenerasyon  bulgulart  incelendiginde = K’da
gorilmedigi, DG 2’de 1 adet hayvanda, DG 1’de ise
tim hayvanlarda gorildigi belirlenmigtir (P<<0.01)
(Tablo 2). DG 3’te dejenerasyon ii¢ olguda hafif
siddette g6zlenmistir. Vakuoler dejenerasyonlarin
cogunlukla sentrilobuler alanlarda olup, siddetli
vakuolizasyonlarin gozlendigi DG 1’deki bir olguda
ise sentrilobuler alanlarla Dbitlikte midzonal ve
periportal alanlarda oldugu gérilmiustiir (Sekil-5). Dut
ckstraktinin  karacigerde sekillenen dejenerasyonu
onemli derecede diizelttigi ancak tiim hayvanlarda
meydana gelen hasart tamamen gideremedigi tespit
edilmistir  (Tablo 1). Dut ekstraktt karaciger
dokusundaki ~ vaskiiler  konjesyon, yangt ve
dejenerasyonu 6nemli derecede azaltmistir. Bu durum
dut ekstraktinin antienflamatuar etkisinin oldugunu
belirtebilir.

Arastirma gruplarinin serum SP diizeyleri ve PON
aktiviteleri Tablo 3’de verilmistir. Gruplarin SP
miktart arasinda istatistiksel farklilk bulunmazken
(P>0,05), PON aktiviteleri arasindaki farkliiklarin
6nemli derecede oldugu belitlenmistir (P<0,05). PON
aktivitesi en yiksek K’da gortlirken, en disik DG
3de  seckillenmistir.  Literattir  bilgilerinde  dut
ekstraktinin antioksidan ozellikleri oldugu
bildirilmektedir (Arabshahi-Delouee ve Urooj 2007,
Wattanapitayakul ve ark 2005). Bu calisgmada SP
seviyesinin  degismemesinin  literatir  bulgularla
benzerlik  gostermemesi,  literatiir  bilgilerinde
genellikle total antioksidan Olgtimleri yapildigindan
ileri gelebilir. Bu ¢alisgmada ise spesifik bir antioksidan
madde olan SP seviyesi tespit edilmistir. Diger
taraftan PON aktivitesinin dut ekstraktt verilen grupta
distik bulunmasi, dut ekstraktinin bu enzimi aktive
ederek kullanimini  artirmasina  baglanabilir. Bu
bilgilerden dut ekstraktinin antioksidan 6&zelliginin
sinirlt diizeyde oldugu belirtilebilir.

Deneme gruplarinin  performans parametrelerinde
canlt agirlik degisimleri Sekil 4 ve Tablo 4’te, yem
tiketimleri Sekil 3’te, su tliketimleri Sekil 2’ de
verilmistir. Canlt agirthik artist en iyi K ve DG 1°de
gorilmesine ragmen (P<0,01), STZ verilen gruplarda
onemli derecede distk bulunmustur. Yem ve su
tiiketimi ise tam tersine, STZ verilen gruplarda 6nemli
derecede yitksek bulunurken, verilmeyen gruplarda
aragtirma slresince fazla bir degisim izlenmemistir.
Streptozotosin 6zellikle hayvanlarda insiilin salinimini
azalttg icin katabolizmanin artmasina, enetji agiginin
kapatilmast amacyla yag ve protein yikimina,
dolayistyla kilo kaybina neden olmaktadir (Demirel
2008). Bu calismada da hayvanlarin besin ihtiyaclarini
karsilamak icin daha fazla yem ve su tliketmesine
ragmen kilo alamamasi, instilin direncine baglanabilir.
Calismanin sonunda karaciger aguliklart Sekil 1’de
verilmigtir. Nitekim en yitksek karaciger agirligl, en
fazla canll agihga sahip olan K’da sekillenmistir.
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Buradan canli agirlik ile karaciger agirligi arasinda

dogru iliski oldugu belirtilebilir.

KARACIGER AGIRLIGI
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Sekil 1. Gruplarin deneme sonu karaciger agirligt (gr.)
Figure 1. End-trial liver weight of experimental groups (g.)
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Sekil 2. Gruplarinin ortalama su tiiketimi (ml.)
Figure 2. Average water consumption of trial groups (ml.)
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Sekil 3. Gruplarinin ortalama yem tiketimi (gr.)
Figure 3. Average feed consumption of groups (g.)
HAFTALIK CANLI AGIRLIK
475,900
500,000 444,600 _ A 503.200
448,167y
444.600 o0, 449.429
~ 450,000 422,300 = :
= 450, o - O
e P 435,429
v - 435,000
S 400,000 387,900 <~ 408,571 :
e 00, - =@ 39430
= 353,167, @ A 3R0.857  103.786
=< - - K
_ 357,286 .
= 350,000 : 300,583 528300 304,500 DG 1
5 3%;;%;%0 3051 303,167 302,917 795250 . o 304,750 56 o
L : p . st e —— ) G
300,000 ‘ 304-.250-. ..... "’  _e—
280,750 : 304,667 300,167 307.500 300,83 <ei4es DG3
303,167 320,667 294,167
250,000
& ki \x i i ka ki ki &
4 &\} Q\‘?S& Q\?S& \238& \253&\ "?‘3& “2“?3& \‘?3& 6\0
Y S > S 5 Al SN
HAFTALAR
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Figure 4. Average live weights of groups (g.)



Sekil 5 K grubunda hepat051tlerde Vakuohzasyon yok (sol) bar 20 pm; DG 1’de siddetli vakuolizasyonlar (oklar)
(orta), bar 20 pm; DG’ 3’te hafif vakuolizasyonlar (oklar), bar 20 um, H&E.
Figure 5. There is no any vacuolization in C (left), bar 20 um; severe vacuolizations (arrows) in EG 1(middle), bar
20 pm; and mild vacuolizations (arrows) in EG 3 (right), bar 20 pm, H&E.

Sekil 6. K’de yangl yok (sol), bar 50 um; DG 1’de hafif paranklrnal yangt (orta) bar 20 um; ve DG 3 te yang1 yok
(sag), bar 50 um, H&E.

Figure 6. Inflammation absent in C (left), bar 50 pm; mild inflammation in EG 1 (middle), bar 20 um; and absent to
mild inflammation in EG 3 (right), bar 50 um, H&E.Ot

Tablo 1. Gruplarin karaciger dokusunun histopatolojik sonuglarinin skorlanmast
Table 1. Scoring of histopathological results of liver tissue of groups

GRUPLAR PARAMETRELER

VK Y D N H SKH F
Kontrol Grubu(K)
1 0 0 0 0 0 0 0
2 +1 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 +1 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
Deney Grubu 1(DG 1)
1 +1 +2 +1 0 0 0 0
2 +1 +1 +3 0 0 0 0
3 +1 +1 +1 0 0 0 0
4 +2 +2 +1 0 0 0 0
5 +1 +1 +1 0 +1 0 0
6 +1 +2 +1 +1 0 0 0
Deney Grubu 2(DG 2)
1 +1 0 0 0 0 0 0
2 +1 0 +1 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
6 0 +1 0 0 0 0 0
7 0 +1 0 0 0 0 0
Deney Grubu 3(DG 3)
1 0 +1 +1 0 0 0 0
2 0 +1 +1 0 0 0 0
3 0 0 +1 0 0 0 0
4 +1 0 0 0 +1 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0

VK: Vaskdler konjesyon , Y:yangt, D: dejenerasyon, N: nekroz, H: hemoraji, SKH :Safra kanal hiperplazisi, F: fibrozis



Tablo 2. Gruplarmnin karaciger histopatolojik verilerinin istatistiksel degerleri
Table 2. Statistical values of liver histopathological data of groups

GRUPLAR PARAMETRELER
Vaskiiler Konjesyon Yang1 Dejenerasyon
Xt SH Median Xt SH Median X+ SH Median
K 0,400£0,245> 0,000 0x0p 0 0=£0,00 0,000
DG1 1,167£0,167» 1,000 1,500%0,2242 1,500 1,33010,333# 1,000
DG2 0,286+0,184> 0,000 0,286*0,184> 0,000 0,143£0,143b 0,000
DG3 0,167£0,167> 3,000 0,333%0,211" 0,000 0,500£0,224> 0,500
P degeri * ok ok
ab: Aynu satirda farkli harfi tasiyan ortalamalar arasi istatistiki fark anlamhdir.
* P<0.01, ¥*P< 0.05
Tablo 3. Gruplarinin serum antioksidan parametreleri
Table 3. Serum antioxidant parameters of groups
Seruloplazmin Paraoksonaz
X+ SH X+ SH
K 2,349+ 0,549 48, 340% 10,4052
DG1 2,342+ 0,410 40,433+ 10,9862
DG 2 2,109£ 0,580 43,260% 12, 3624
DG3 2,540% 0,723 33,102+ 13,8290
P degeri NS *
b+ Ayt satirda farkl harfi tastyan ortalamalar arasi istatistiki fark anlamhdir
*(P<0.05). NS: P> 0.05
Tablo 4. Gruplarin canli agirlik degisimleri (gr.)
Table 4. Live weight changes of groups (g.)
P
ZAMAN GRUPLAR degeri
K DG1 DG2 DG3
X+ SH X+ SH X+ SH X+ SH
Deneme Bas1 353, 17+ 29,77 303,167% 41,33 338,50% 30,58 305,25+ 34,79 NS
1.Hafta 387,90£ 19,54~ 305,17+ 45,52b 356,50%£37,58¢ 280,75+26,97° ok
2.Hafta 394,80=£ 20,682 304,25142,74> 357,291+41,392 303,17£31,69° ok
3.Hafta 42230+ 19,452 304,67£37,56> 382,86+ 42,982 302,91+ 40,74> ok
4.Hafta 444,60% 22,772 300,17£ 37,04> 403,79% 44,67+ 295,25+ 34,49b ok
5.Hafta 444,60% 22,772 307,50% 35,37> 408,57% 47,782 300,58+ 37,99> ok
6.Hafta 451,70+ 19,944 303,25+ 29,25b 429,861+46,292 303,17+ 37,13b ok
7.Hafta 475,90% 23,007 300,83% 28,19> 449,43+47 572 304,75+ 38,15> ok

Deneme Sonu

503,20+ 14,86»

304,50% 33,22¢

435,43+ 87,45>

294,17+ 37,46¢

k%

abe s Ayni satirda farklt harfi tagtyan ortalamalar arast istatistiki fatk anlamlidir.
NS: P> 0.05, **: P< 0.01



SONUGC

Aragtirmada ratlarda STZ ile indiklenen diyabet
modelinde karaciger dokusunda vaskiiler konjesyon,
yangt ve dejenerasyonun Onemli derecede artirdidi,
dut ekstraktt uygulamasinin ise antienflamatuar
Ozelliklerinden dolayt bu histopatolojik degisiklikleri
onemli derecede azalttigi tespit edildi. Ayrica dut
ekstraktini diyabete baglt olarak azalan PON diizeyini
artirarak sinirh derecede antioksidan etki gosterdigi
belirlendi. STZ uygulanan hayvanlara verilen dut
eksraktinin hepatoseliller dejenerasyonu azaltmasinin
nedeni de antioksidan etki ile iligkili olabilir. Ancak
dut ekstraktinin antioksidan ve antienflamatuar
Ozelliklerinin ortaya konulmast igin daha kapsaml
calismalara ihtiyag vardir.

TESEKKUR

> Mebmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kuruln (15.05.2019/522).

Cikar Catigmasi: Yazarlar, ctkar catismast olmadigint
beyan eder.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to determine the effects of boron on wound healing and further evaluate some
antioxidant and oxidant characteristics. A total of 32 adult male Wistar rats were divided into four groups; control
group, local boron (LB) group, oral boron (OB) group, and oral+local boron (OLB) group. Under general
anesthesia, a circular full-thickness skin defect with a diameter of 1.5 cm was created on the dorsal region of the
rats. Boron (10 mg/kg) was administered per oral in OB group and 3% boric acid was administered topically in
LB group, and 10 mg/kg boron was administered per oral and 3% boric acid was applied topically in OLB group.
Control group did not receive any medication. In histopathological examination, re-epithelialization, granulation
tissue formation, collagen formation, inflammatory cell formation, and neovascularization were found to be more
superior in LB and OLB groups as compared to the control and OB groups. Blood and wound tissue MDA levels
in OB and OLB groups were lower with respect to the control and LB groups (p<<0.05). In conclusion, oral
administration of boron in addition to topical treatment contributes the wound healing due to the antioxidant
property of boron in wound healing process.

Keywords: Antioxidant, boron, malondialdehyde, rat, wound healing

kksk

Ratlarda Oral veya Topikal Olarak Uygulanan Borun Yara Iyilesmesi ve Oksidatif Stres Uzerine
Etkilerinin Karsilagtirilmasi

(074

Bu ¢alismanin amaci, borun yara iyilesmesi ve bazi antioksidan ve oksidan parametreler Uzerine olan etkisinin
belirlenmesidir. Calismada, toplam 32 adet eriskin erkek Wistar rat1, kontrol grubu, lokal bor (LB) grubu, oral bor
(OB) grubu ve oral+lokal bor (OLB) grubu olmak tzere ratgele dort gruba ayrildi. Genel anestezi altinda,
ratlarin sirt bélgesinde 1,5 cm ¢apinda dairesel tam kat bir deri defekti olusturuldu. OB grubunda bulunan ratlara
oral olarak 10 mg/kg bor, LB grubunda bulunan ratlara topikal % 3’lik borik asit, OLB grubunda bulunan ratlara
oral 10 mg/kg bor ile bitlikte topikal olarak % 3’lik borik asit uygulandi. Kontrol grubuna ise herhangi bir ilag
uygulanmad:. Histopatalojik inceleme i¢in yara dokusu Ornekleri alindi. Histopatolojik olarak; repitelizasyon,
granulasyon dokusu olusumu, kollagen formasyonu, yangtsal hiicre olusumu ve neovaskiilarizasyonun LB ve OLB
gruplarinda kontrol ve OB grubuna gére daha iyi oldugu belitlendi. OB ve OLB gruplarinda kan ve yara dokusu
MDA duzeylerinin kontrol ve LB grubuna gore dusiik oldugu belirlendi (p<0,05). Sonug olarak; yara sagaltiminda,
lokal olarak borik asit kullanima ek olarak antioksidan Ozelliklerinden dolayt oral bor kullaniminin yara
iyilesmesine katki sagladigt sGylenebilir

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, bor, malondialdehit, rat, yara iyilesmesi
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INTRODUCTION

Wound healing is a complex physiological process
involving interrelated stages and affected by many
factors. To understand the fundamental principles of
wound healing, it is necessary to know the physiology
of the process of wound healing including the stages
such as hemostasis, inflammation, proliferation, and
remodeling (Keast and Orsted 1998, Beckert et al.
2007, Singh et al. 2017). The basic approach for
ensuring wound healing in a shorter period of time
and ideal scar formation is affected by inflammatory
cells, platelets, and some mediators that play a key
role in this process. Besides the factors such as
collagen synthesis, angiogenesis and extracellular
matrix formation are also effective in wound healing
(Werner and Grose 2003, Kapan et al. 2008, Ozler et
al. 2010).

Boron is an essential element and it is generally used
in industrial, agricultural and cosmetic applications as
well as in the field of healthcare (Murray 1998).
Boron has very important role in mineral and
hormone metabolism, bone development, antioxidant
defense system, wound healing, energy metabolism,
and immune system (Kuru and Yarat, 2018). It is an
element essential for maintaining the balance and
amount of magnesium, phosphorus, and calcium,
exclusively in the bone (Wilson and Ruszler 1998). In
various studies, it has been demonstrated that boron
has antioxidant (Ince et al. 2010, Uckun 2013, Coban
et al. 2015), hepatoprotective (Ince et al. 2012), and
anti-genotoxic effects ((Ince et al. 2014). Boron is a
wound healing material, and it has been reported that
3% boric acid solution can cure deep wounds (Blech
et al. 1990a). Nowadays, borates are used in wound
treatment at very low concentrations. Although action
mechanism of boron in wound healing is not
completely known, however some experiments have
revealed that it may be associated with protein,
collagen and proteoglycan synthesis (Benderdour et
al. 1998, Nzietchueng et al. 2002). Boron regulates the
production of the extracellular matrix that plays a
significant role in providing protein, collagen, and
proteoglycans to the environment in wound healing.
Boron hydrogel formulation has also been shown to
yield successful results in the healing of burns. This
borate formulation is thought to positively affect the
healing of burns through complex mechanisms such
as stimulation of cell migration, immune response,
vascularization and growth factor expression
(Demirci et al. 2015).

The purpose of this study was to determine the effect
of oral or topical administered borax decahydrate on
experimentally induced wound healing and to
evaluate some antioxidant and oxidant parameters in
wound tissue and blood.

MATERIAL and METHOD

The study was approved by the Local Animal Ethical
Committee (07.09.2019/117). A total of 32 adult male
Wistar rats having weight between 200-250 g were
randomly divided into four groups as control group
(n=8), local boron (LB) group (n=8), oral boron
(OB) group, and oral+local boron (OLB) group
(n=8). Animals were fed with standard rat feed and
water ad /ibitum. Furthermore, boron level of drinking
water of all rats was determined by ICP-MS (7700x,
Agilent, USA) (Gultepe et al. 2018).

Surgical procedure

The intramuscular route of 10 mg/kg xylazine
(Alfazine 2%®, Egevet) and 100 mg/kg ketamine
hydrochloride (Alfamine 10%®, Egevet) were used
for general anesthesia.

The hair on the dorsal region of the rats were shaved
by a razor blade without damaging the skin and the
dorsal region was cleaned with povidone-iodine. Two
circular full-thickness skin defects with a diameter of
1.5 cm were performed on the dorsal region of the
rats under general anesthesia. After performing the
skin defect, the wounds were cleaned only with
physiological saline solution. Control group did not
receive any medication during the study period. 10
mg/kg borax decahydrate (Na;B4O-:10H,O, Ed
Mine Institute, Kirka, Eskisehir) was administered by
oral gavage to the rats in OB group, 3% boric acid
(HsBOs, Eti Mine Institute, Kirka, Eskischir) was
administered topically to the rats in LB group, 10
mg/kg borax decahydrate was administered orally and
3% boric acid was administered topically by spraying
to the rats in the oral+local boron group. The course
of wound healing was monitored by plotting wound
sizes on acetate paper on days 0, 1, 3, 5,7, 9, 11, 13,
15, 17,19 and 21.

Collection of blood samples

The whole blood samples in EDTA were used for
the measurement of concentrations of MDA and
GSH, whereas SOD and CAT were measured in the
rest of the samples following the separation for
erythrocyte preparation.

Preparation of erythrocytes and wound tissue
homogenate

Erythrocyte lysate was prepared by the method
described by Winterbourn et al. (1975). The lysate
was stored at 4°C until analysis within three days.
Under general anaesthesia, 1 g of skin tissues were
removed from wound sites. Wound tissue
homogenate was prepared by the method described
by Bolcal et al. (2007). Tissue supernatants were
stored in a deep freezer at -70°C until analysed.
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Measurement of Oxidant and Antioxidant
Enzyme Levels

The levels of MDA in blood and tissue homogenates
were assayed by Draper and Hadley (1990) and
Ohkawa et al. (1979) respectively. Both blood and
tissue homogenates GSH concentrations were
determined by using a spectrophotometer (Shimadzu
1601 UV-VIS, Tokyo, Japan) (Beutler et al. 1963).
The antioxidant enzyme activity of SOD was
measured as described by Sun et al. (1988). CAT
activity in erythrocyte lysate and tissue homogenate
was measured by the method described by Luck
(1955) and Aebi (1983).

Measurement of Hemoglobin (Hb) and Protein
Concentrations

The concentration of Hb was determined by the
method according to Drabkin and Austin (1935) and
tissue protein content was measured according to the
colorimetric method of Lowry et al. (1951).

Histopathological Examination

After obtaining blood and wound tissue samples, the
animals were euthanized by administering a high dose
of anaesthetic. Skin samples were placed in 10%
formaldehyde for histopathological examination.
They were processed and embedded in paraffin
blocks and were cut into 5 um thickness with a
microtome. After deparaffinisation, these sections
were stained with the hematoxylin-eosin and
evaluated according to the wound healing scale (Table

1).

Statistical Analysis

The ANOVA test was performed to determine the
differences between the concentrations of MDA,
GSH, SOD and CAT in blood samples and wound
tissue. The wound healing scores between the groups
were evaluated by the Kruskal-Wallis test. Data were
presented as meantstandard deviation and p<0.05
and 0.01 were considered statistically significant.

RESULTS

The level of boron supplemented in drinking water of
rats was 0.324 ppb. Histopathologically, when all
wound scores were taken into consideration,
Reepithelialization, granulation tissue formation,
collagen formation, inflammatory cell formation, and
neovascularization were higher in LB and OLB
groups. Although no ulcer formation was observed in
all animals in OLB group (p<0.05), ulcer formation
was lower in LB group than control and OB groups
(Table 2) (Figure 1). Reepithelization, granulation
tissue formation, inflammatory cell formation, and
neovascularization scores were highest particulatly in
OLB group. The reepithelization score was
significantly higher in LB and OLB groups than
control and OB groups (p<0.05). There was a
statistically significant difference between the control

and LB, OB and OLB groups in terms of granulation
tissue formation (p<<0.05). While the least collagen
formation was observed in the control group, the
highest level of collagen formation was noted in LB
group. Collagen formation was significantly higher in
the LB, OB and OLB groups compared to the
control group (p<0.05). The presence of
inflammatory cells and neovascularization score were
significantly higher in LB, OB and OLB groups than
control group (p<0.05).

When the wound surface areas were compared, the
wound areas shrank more rapidly in LB and OLB
groups when compared with the control group. It was
determined that the wounds shrank more rapidly in
LB group and more than half of the wound areas
shrank on the 7th day (Table 3). A statistically
significant difference was observed between LB
group and the control and OLB groups in terms of
the wound area on the 7th day (p<<0.05). In the inter-
group comparison, the wound areas were observed to
be significantly smaller on days 7, 9, 11, 13, 17, 19 and
21 in the LB, OB and OLB groups than control

group (p<0.05).

Changes in GSH, MDA, SOD and CAT levels in all
groups are given in Table 4. While the blood GSH
level was determined to be higher in OB group
compared to other groups, the lowest blood GSH
level was observed in the control group. Changes in
the blood GSH level were not statistically significant
between the groups (p>0.05). The blood and tissue
MDA levels were lower in OB and LB groups than
control and OLB groups. The blood MDA levels in
the OB group were significantly lower than those in
the OB and OLB groups (p<0.05). Especially the
blood SOD level in LB group had more
concentration as compared to other groups. A
statistically ~significant difference was determined
between the control and LB groups in terms of the
blood SOD level (p<0.05). While the highest blood
CAT level was found in the LB group, there was a
statistically significant difference in blood CAT levels
between the control and LB groups (p<0.05).

The wound tissue GSH, MDA, SOD and CAT levels
in the control, LB, OB and OLB groups are given in
Table 5. While the highest wound tissue GSH level
was determined in the OB group, no statistically
significant difference was determined between the
groups in terms of wound tissue GSH levels
(p>0.05). Wound tissue MDA levels were
significantly lower in the OB and OLB groups in
comparison with the control and LB groups (p<0.05).
There was a statistically significant difference between
the control and LB group and between the control
group and OLB group in terms of wound tissue SOD
levels (p<0.05). There was no statistically significant
difference between the groups in terms of wound
tissue catalase levels (p>0.05).
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Figure 1. Histopathological sections in control (A), oral boron (B), local boron (C) and
oral+local boron groups (H&E staining)
(c: collagen, s: scab, nv: neovascularization, u: ulcer, re: reepithelization)

Table 1. Wound healing score evaluation criteria

Presence of

Score Reepithelization Grar.lulatlon Collager} inflammatory Neovascularization Ulcer
tissue accumulation
cells
Wide, deep
0 No . No or No No No ulcer,
immature
abscess
1 Partial Little Little Little Less than S blood w0 ey
vessels
2 Complieted but thin Modergte Moderate Moderate 6-10 blood vessels None or
or immature maturation very small
3 Completed and Mature Abundant Abundant More than 10 blood None
mature vessels

Table 2. Wound healing scores in the control (n = 8), local boron (LB) (n = 8), oral boron (OB) (n = 8) and oral +
local boron (OLB) (n = 8) groups (mean * SD)

Presence of

Reepithelization Grar.lulanon Collager.l inflammatory =~ Neovascularization Ulcer
tissue accumulation
cells
Control 0,37+0,5b 0,37+0,5¢ 0,50+0,5> 0,6240,5¢ 0,62+0,5¢ 0,6240,5%
group
LB 1,6140,5 1,62+0,5% 1,50+0,5° 1,5+0,5% 1,62+0,5b 0’12:0’33
group
OB 0,5+0,5> 1,37+0,5¢ 1,25+0,42 1,25+0,4b 1,1240,6b 0,37:0,9
group
OLB 20400 2,0+0¢ 1,040 2,0+00 2,0+00 0
group
P 0,0001 0,0001 0,001 0,0001 0,0001 0,02

abe Different letters in same column indicate significant differences (p < 0.05)
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Table 3. Changes of wound surface areas in the control (n = 8), local boron (LB) (n = 8), oral boron

(OB) (n = 8) and oral + local boron (OLB) (n = 8) groups at measurement days (mean * SD)

Days Control group LB group OB group OLB group
0 1,77£0 1,77£0 1,77£0 1,77£0
1 1,77£0 1,68£0,12 1,74£0,08 1,71£0,11
3 1,68+0,12 1,41£022 1,55£0,27 1,65£0,17
5 1,44+0,22 1,22%0,3 1,32%+0,28 1,41£0,25
7 1,11£0,35# 0,722029b 1,07£0,192b 1,12%0,21~
9 0,72%0,30¢ 0,35%0,23b 0,59£0,17: 0,70£0,32>
1 0,39%0,122 0,18%0,08b 0,330,110 0,36%0,15=
13 0,31%0,092 0,16x0,07° 0,20%0,07° 0,2410,05%
15 0,16%0,07 0,10%0,05 0,12%0,04 0,13%0,03
17 0,19%0,10¢ 0,08%0,03b 0,09%0,04> 0,11%0,04
19 0,14%0,042 0,02%0,02¢ 0,08%0,05b 0,05%0,03<
21 0,06%0,03# 0,003£0,004< 0,03%0,03> 0,008%0,01<

abe Different letters in same line indicate significant differences (p < 0.05) between groups.

Table 4. Blood GSH, MDA, SOD and CAT values in the control (n = 8), local boron (LB) (n = 8), oral
boron (OB) (n = 8) and oral + local boron (OLB) (n = §) groups (mean * SD)

GROUPS GSH MDA SOD CATALASE
(nmol/ml) (nmol/ml) (U/mgHb) (k/mgHDb)
Control group 35,43+4.,80 12,25+1,93» 18,41+2,61b 762,11+184,33b
LB group 37.94+6,39 9.97+1,73 26,31+6,38 1393 33+556,68
OB group 39,56+6,08 6,87+2,80p 19,38+1,94b 849,56+143,24>
OLB group 37,01+4,97 10,69+2,752 21,10+5,3020 964,93+219,172b
P 0,524 0,001 0,009 0,003

abe Different letters in same collumn indicate significant differences (p < 0.05) between groups.

Table 5. Wound tissue GSH, MDA, SOD and CAT values in the control (n = 8), local boron (LB) (n=8),

oral boron (OB) (n = 8) and oral + local boron (OLB) (n = 8) groups (mean + SD)

GSH MDA SOD CATALASE
GROUPS (nmol/gr tissue) (nmol/gt (U/pg (&/pg protein)
tissue) protein)
Control 10,84£0,52 3,3410,28¢ 1,68%0,34b 0,02£0,007
group
LB group 10,87£0,77 3,160,134 3,41£0,972 0,03£0,01
OB group 11,18£2,56 3,08%0,15> 2,530,492 0,02£0,004
OLB group 11,01£1,42 3,09£0,17> 3,41£0,98¢ 0,04£0,05
P 0,848 0,044 0,0001 0,386

b Different letters in same collumn indicate significant differences (p < 0.05) between groups.



DISCUSSION

It is emphasized that the administration of 3% boric
acid accelerates especially deep wound healing and
reduces two-thirds of the time needed to be spent in
intensive care (Blech et al. 1990a). Boron plays an
important role in the wound repair process by
affecting extracellular matrix synthesis that increases
the release of proteoglycans, collagen, and proteins
(Benderdour et al. 1997, Benderdour et al. 1998).
Demirci et al. (2015) reported that the application of
boron-containing hydrogel supports more rapid
wound healing by stimulating epithelization, cell
migration, and angiogenesis in burn injuries in rats. It
has been shown that the application of boron-
containing hydrogel to wounds in diabetic rats
contributes to wound healing positively (Demirci et
al. 2016). In our study, 3% boric acid among boron
compounds was administered topically to rats, and
borax decahydrate was administered per oral at a dose
of 10 mg/kg for 21 days. In LB and OLB groups,
wound healing scores, such as reepithelization,
granulation tissue formation, collagen formation,
inflammatory cell formation, and neovascularization
were higher than those in the control and OB groups.
The highest wound healing scores were determined in
the OLB group in comparison with other groups. In
this study, our results were consistent with above
mentioned studies (Benderdour et al. 1998,
Nzietchueng et al. 2002, Demirci et al. 2016, Blech et
al. 1990b) that the wound healing process by affecting
TNF-o release, extracellular matrix synthesis and
stimulating angiogenesis and epithelization increased
the release of proteoglycans, collagen and proteins.

Demirci et al. (2016) applied boron-containing
hydrogel to the wounds formed in diabetic rats and
stated that the application of boron-containing
hydrogel made wound areas shrink faster on the 8th
day of wound healing in comparison with the control
group. In another study, it was reported that
antioxidant agents vitamin E and a-tocopherol added
to the diet in rats made the wound area close more
rapidly compared to the control group (Musalmah et
al. 2005). Uyar et al. (2017) applied asiatic acid and
yarrow cream to the wounds they formed in rats and
reported that wound areas shrank more rapidly in
both applications in comparison with the control
group. In this study, wound areas were observed to
shrink faster, especially in LB and OLB groups, than
in the control group. In LB group, the wounds were
significantly smaller on the 7th day compared to the
control and OLB groups (p<0.05). Furthermore,
wound areas were significantly smaller in LB, OB and
OLB groups on days 7, 9, 11, 13, 17, 19 and 21 than
in the control group (p<0.05). In this respect, it can
be said that boron that stands out with its antioxidant
properties accelerates wound healing macroscopically.

MDA is one of the most important parameter of lipid
peroxidation. It is reported that antioxidant agents,
raxofelast and taurine, significantly reduce lipid
peroxidation as a direct effective antioxidant and
stabilize the plasma membrane as an indirect
antioxidant (Degim et al. 2002). Moreover, the
addition of 200 mg/kg vitamin E and 200 mg/kg a-
tocopherol significantly reduces the wound tissue
MDA levels in diabetic rats (Musalmah et al. 2005). It
is indicated the routine wound application such as
asiatic acid and yarrow cream to the wounds reduces
wound tissue MDA levels compared to the control
group in rats (Uyar et al., 2017). In another study, it
has been reported that the application of curcumin,
which is an antioxidant agent, significantly reduces
MDA levels in wound tissue in rats (Panchatcharam
et al. 2006). Korkmaz et al. (2019) stated that intra-
articularly administered borax decahydrate reduces
the articular cartilage MDA levels with experimentally
induced osteochondral defect in rats. Several studies
have investigated the effects of boron on some
antioxidant or oxidant enzymes in various tissues
(such as cartilage tissue, liver, kidney, brain, and heart)
(Coban et al. 2015, Ince et al. 2014, Kucukkurt et al.
2015; Korkmaz et al. 2019). However, there have
been no reports regarding the effects of boron on
wound tissues either topical or oral administrations as
well as the wound tissue MDA levels that were
significantly lower in OB and OLB groups than
control group in this study. These findings are similar
to the data with the above mentioned reports. It is
suggested that boron positively increases the wound
healing process due to inhibition of lipid peroxidation
and removing free oxygen radicals causing the tissue
damage in wound tissue.

It was reported that the wound tissue GSH levels
were lower in the wounds compared to normal skin
on days 2, 4, 7 and 14 in rats (Shukla et al. 1997). On
the other hand, it was emphasized that wound tissue
GSH peroxidase levels were higher in rats treated
with curcumin than in the control group. Similarly,
Musalmah et al. (2005) reported that vitamin E and -
tocopherol increased wound tissue GSH peroxidase
enzyme levels in diabetic rats. It is stated that the
intra-articular boron administration increases the
cartilage tissue GSH level statistically significantly in
the rats with an osteochondral defect (Korkmaz et al.
2019). In this study, it was determined that GSH level
was higher especially in the OB and OLB groups than
in other groups. In this study, it can be stated that
boron probably helps to clean the free oxygen
radicals in the damaged tissue, thus preventing the
depletion of GSH and as a result helping to maintain
the integrity of the cellular membranes in the wound
tissue.

SOD and CAT are the basic antioxidant cellular
defense system enzymes involved in the elimination
of free oxygen radicals from the body and their
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detoxification. CAT also prevents the tissue from
highly reactive hydroxyl radicals by decomposing
hydrogen peroxide into water and oxygen (Ince et al.
2010). In a study conducted on rats, wound tissue
SOD and CAT levels are reported to be lower than
those of normal skin tissue (Shukla et al. 1997). It is
stated that the administration of vitamin E in rats
increases the wound tissue SOD level (Musalmah et
al. 2005), while curcumin application increases both
wound tissue SOD and CAT levels (Panchatcharam
et al. 2000). Korkmaz et al. (2019), reported that
intra-articular boron administration increased the
concentration of cartilage tissue SOD and catalase
levels more in rats in which they created an
osteochondral defect compared to the control group.
In the present study, while the lowest wound tissue
SOD level was observed in the control group, the
highest SOD level was observed in the OLB and LB
groups. Moreover, wound tissue CAT levels were
determined to be higher in the LB, OB and OLB
groups in comparison with the control group. In this
respect, the fact that boron increases the levels of
SOD and catalase that are antioxidant enzymes in the
wound tissue shows that these two agents contribute
to the antioxidant defense system. This study is the
first study that evaluates the effects of orally and
topically administered boron on both blood and
wound tissue MDA, GSH, SOD and CAT levels in
rats.

As a result, it can be said that oral administration of
boron in addition to topical treatment contributes the
wound healing due to the antioxidant property of
boron in wound healing process.
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ABSTRACT

Listeria spp. is widely found in nature and the species pose a risk to public health. Particularly foods obtained
from animals (meat and meat products; milk and dairy products) pose a critical risk factor for the transmission of
Listeria to humans. Therefore, in this study, the presence of Listeria spp. in raw cow (n=50) and water buffalo
milks (n=50) that were sold in Sivas province was investigated by using ISO 11290-1 method. Listeria spp.
isolation rate was found as 4% (4/100) in overall raw milk samples. The isolates obtained from raw milk samples
were validated by using polymerase chain reaction (PCR). The Listeria spp. contamination rate of raw cow milk
was determined as 2% (1/50) and this rate was 6% (3/50) in water buffalo milk. It was determined that Listeria
spp. isolates from the raw cow milk was all L. grays for the isolates from raw water buffalo milks, the isolates were
identified as L. seeligeri (n=2) and L grayi (n=1) by PCR method. However, none of the milk samples was
contaminated with L. wonocytogenes. Consequently, a low proportion of raw cow and buffalo milk sold in Sivas
province were contaminated with Listeria spp. Since the major Listeria specie that is causing disease in humans is
the L. monocytogenes, it was observed that the raw milks sold in Sivas province have a slight risk for public health.
However, regular monitoring is important for that matter.

Keywords: Listeria spp, Cow milk, Water Buffalo milk, PCR
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Sivas Ilinde Satilan Cig Inek ve Manda Siitlerinde Listeria spp. Varliginin Aragtirilmasi

oz

Listeria cinsi dogada yaygin olarak bulunmakta ve halk sagligi yoniinden risk olusturan tiirleri icermektedir. Listeria
tirlerinin insanlara bulagsmasindan 6zellikle hayvansal gidalar (et ve et Uriinleri, siit ve siit driinleri) énem arz
etmektedir. Bu nedenle, Sivas ilinde satilan ¢ig inek (0=50) ve manda siitlerinde (n=50) Listeria spp. varligt ISO
11290-1 yontemi kullanilarak arastirilmast caligmanin ana amacini olusturmaktadir. Incelenen 100 adet ¢ig siit
orneginin %o4’inden (4/100) Listeria spp. izole edildi. Sit 6rneklerinden elde edilen izolatlatin polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile dogrulanmast yapildi. Cig inek sutlerinin I isteria spp. kontaminasyonu %2 (1/50) olarak
belitlenirken, manda siitlerinde %6 (3/50) olarak saptandi. Inek siitiinden izole edilen izolat PZR yontemi ile L.
grayi olarak identifiye edilirken, manda sttlerinden elde edilen izotlarin ise L. seeligeri (n=2) ve L. grayi (n=1)
olduklart belirlendi. Ancak, siit 6rneklerinin hi¢birinde L. monocytogenes tespit edilmedi. Sonug olarak, Sivas ilinde
satilan ¢ig inek ve manda sit 6rneklerinin disitk bir oraninin Listeria spp. ile kontamine oldugu belirlendi.
Insanlarda hastalik olusturan majér tirin L. monocytogenes olmast nedeni ile, Sivas ilinde satilan cig siitlerin bu
bakteri yoniinden halk sagligi sorunu yaratmast ihtimalinin distik oldugu gortlmiistiir. Ancak, diizenli kontrollerin
yapilmasi 6nem arz etmektedir.
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GIRIS

Guda kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonlarda diinya
genelinde 6nemli bir artis gézlemlenmekte olup,
bunda rol oynayan mikroorganizmalardan biri de
Listeria cinsi icinde bulunan turlerdir (EFSA 2018).
Son yillarda yapilan taksonomik calismalarin sonucu
ile birlikte, Listeria cinsi 17 tiiri icermekte olup bunlar
L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. welchimeri, 1.,
seeligeri L. marthii, L. fleischmannii, L. floridensis, L.
aquatica, L. newyorkensis, L. cornellensis, L. rocourtiae, L.
wezhenstephanensis, L. grandensis, L. riparia, L. booriae dir
ve L. gray?dir (Barre ve ark. 2016). Bu tiitler icerisinde
L. monocytogenes insan ve hayvanlarda ciddi sporadik
enfeksiyon olusturutken L. vanoviinin ise sadece
hayvanlarda enfeksiyon olusturan patojen tir oldugu
belirtilmektedir (Swaminathan ve ark. 2007). Son
yillarda immun yetmezlige baglt olarak insanlarda L.
vanovii ve L. seeliger/nin de enfeksiyon olusturdugu
bildirilmistir (Rocourt ve ark. 1987, Favaro ve ark.
2014). Ayrica, non-enfeksiyoz olarak da bilinen .
innocudnin da 62 yasindaki bir kiside OSlimcil
enfeksiyon sekillendirdigi rapor edilmistir (Perrin ve
ark. 2003).

Fakiltatif hiicre ici bir mikroorganizma olan L.
monocytogenes insan ve hayvanlarda ciddi enfeksiyonlara
neden olmaktadir. Hamile bireylerde aborta neden
olabilecegi gibi, yeni doganlar, immun yetmezligi
olanlar ve yasllar gibi risk grubunda olan bireylerde
meningoensefalit ve septisemi gibi ciddi saglk
sorunlarinin ortaya ¢ikmasina neden olabilirler (Reda
ve ark. 2016). Ozellikle risk grubunda olan bireylerde
mortalite oranmnin ise %20-30 arasinda degistigi
bildirilmektedir (Jamali ve ark. 2013).

Avrupa Gida Guvenligi Otoritesi’'nin (EFSA) 2018
yihinda  yayimlamis  oldugu son  raporda L.
monocytogenes’in gida kaynakli salginlar arasinda st
stralarda  yer aldig, 2480 listeriozis vakasinda
mortalitenin  %13.8 oldugu bildirilmektedir (EFSA
2018). Listeriozis insidansi ise 2017 yilinda bir 6nceki
yila gbre neredeyse ayni diizeyde oldugu 100,000
kiside 0.48 olarak bildirilmistir (EFSA 2018).

Listeria titlerinin dogada yaygin olarak bulunmast,
dustik pH, dasuik sicaklik ve yiksek tuz
konsantrasyonunda  treyebilmesi gida  kaynakli
enfeksiyonlarin kontroliinii gliclestirmektedir (Gandhi
ve Chikindas 2007). L. monocytogenenesin insanlara
bulasmasinda en 6nemli kaynagin kontamine gidalar
oldugu bilinmektedir (Dhama ve ark. 2015). Sit ve
stt driinleri, et ve et triinleri, balik eti gibi hayvansal
kokenli ve tiketime hazir gidalarin  etkenin
bulasmasinda 6nemli role sahip gidalar olarak
belirtilmistir (Sireli ve ark. 2002, Agaoglu ve Alemdar
2004, Dhama ve ark. 2015, Kurpas ve ark. 2018).

Sit ve st urtnleri bebekler ve cocuklar basta olmak
tzere, her yas grubu icin 6nemli bir protein ve

kalsiyum kaynagidir (Unliitiirk 1998). Manda siitii de
yag, laktoz, protein, toplam kuru madde ve kalori
miktar1 bakimindan ylksek bir besin maddesidir.
Manda siitiinde siit yag1 miktar1 fazla oldugundan
beslenme fizyolojisi acisindan degerli bir stit olarak
kabul edilmektedir (Soysal 2006). Beslenmede
vazgecilemez 6neme sahip olan stitin uygun olmayan
kosullarda sagimi, nakliyesi, islenmesi, muhafaza
edilmesi ve satisa sunulmast esnasinda patojen
mikroorganizmalar ile kontaminasyon —meydana
gelmekte ve bu kontaminasyon halk saghg: agisindan
buytk bir tehdit olusturmaktadir (Lejeule ve Rajala-
Schultz 2009, Aksoy ve ark. 2018).

Bu calisma, Sivas ilinde satilan ¢ig inek ve manda
sutlerinde Listeria spp. vathiginin arastirilmast ve
bulunan  izolatlarin  tir  tayininin  yapilmast
hedeflenmistit.

MATERYAL ve METOT

Siit Orneklerinin Alinmast: Bu calismada, Nisan-
Haziran 2018 tarihleri arasinda Sivas’ta satian toplam
100 adet ¢ig sit 6rnegi (50 inek siti ve 50 manda
stitll) materyal olarak kullamldi. St 6rnekleri, farkh
satts yerlerinden, 1 litre olacak sekilde periyodik olarak
satin alindi. Ornekler, steril siselerde ve +4°C’de
soguk zincirde laboratuvara getirilerek, aynt giin
analizlere baslandi.

Listeria spp. Kiiltiir Teknigi ile Izolasyon ve
Identifikasyonu:  Siit  6rneklerinden  aseptik
kosullarda steril plastik torbalara 25'er ml alinarak,
Uzerine 225'er ml Half Fraser Broth (Merck
1.10398.0500) ilave edildi. Elde edilen homojenat 6n
zenginlestirme amaciyla 30°C'de 24 saat inkiibe edildi.
On zenginlestirme islemini takiben kiiltiirden 0.1 ml
alinarak 10 ml Fraser Broth (Merck 1.10398.0500)
iceren tiiplere aktarilarak 37°C'de 24-48 saat inkiibe
edildi. Selektif zenginlestirme kiltarinden
Listeria Chromogenic agar (Lab M, HALO010) ve
PALCAM agar tuzerine (Oxoid CMO0877-SR0O150E)
ekimler yapildt ve plaklar 37°C'de 24-48 saat
inkiibasyona  birakildi.  Inkiibasyon  sonunda
Listeria Chromogenic agarda; turkuaz mavi ve etrafi
zonlu kolonilerden, PALCAM agarda zeytin yesili-gri
renkli, bazen siyah merkezli ve siyah haleli 1.5-2 mm
caplt Listeria sipheli kolonilerden 1-5 adet segildi.
Listeria  supheli  kolonilerden biyokimyasal testler
yapilmak tzere, Tryptone Soya agara (TSA-YE Oxoid
CMO131-YE katkilr) gecildikten sonra plaklar 30°C°de
24 saat inktbe edildi. TSA-YE’de treyen kolonilerden
elde edilen izolatlar ileri analizler icin %107Tuk
gliserinli buyyonda -20°C’de muhafaza edildi ISO
11290-1:2004).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Teknigi
DNA Ekstraksiyonu

Izolatlarin PZR ile analizinde kiiltiir yontemi ile cins
dizeyinde  Listeria  supheli izolatlardan DNA
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ekstraksiyon islemi gerceklestirildi. Bu amacla,
Jeyaletchumi ve ark. (2010) belirttigi metot bazi
modifikasyonlar ile kullanildi. Tzolatlarin TSB (Oxoid
CMO129) hazirlanan  kaltirlerinin - her  birinden
mikrosantrifiij tiplerine aktarildi. Tuplerin tizerine K
tamponu ve 5 ul proteinaz K (Vivantis PC0712-100
mg) ilave edildi. TUpler 56°C’de su banyosunda 2 saat
inkiibasyonun ardindan proteinaz K’nin
inaktivasyonu i¢in 95°C’de su banyosunda 10 dakika
streyle bekletildi. Son olarak 6rnekler 13.000 rpm’de
10 dakika santrifyj edildi ve PZR’de hedef DNA
olarak kullanid.

PZR

Listeria spp. izolatlarinin PZR ile dogrulanmasinda
Doumith ve ark. (2004) tarafindan Onerilen prs gen
sekansini olusturan primer ¢ifti kullamilds. Liszeria spp.,
pozitif olan Orneklerin tir dizeyinde PCR ile
analizinde ise prfA, Oxidoreductase, lmo0333, serA,
namA ve [in0464 gen sekansit olusturan primer
giftleri kullanildi (Liu ve ark. 2003, D’Agostino ve ark.
2004, Liu ve ark. 2004, Ryu ve ark. 2013) (Tablo 1).

PZR amplifikasyonu icin; toplam 50 ul'lik hacimde
hazirlanan PZR karisimina; 5 ul 10X PZR Buffer (500
mM KCl, 100 mM Tris-HCI (pH 9.1) ve %0.1 Triton
X-100) (Vivants,ViBufferA), 5 ul 25 mM MgCl,
(Vivantis, 50 mM), her bir deoxynucleotide
triphosphattan 250 pM (Vivantis, NP2406 100mM),
1.25 U Taq DNA polimeraz enzimi (Vivantis, PL.1202
500 U) ve her bir primer ciftinden 20 pmol (Biomatik,
Canada) ve 5 pl DNA extrakti ilave edildi.

Listeria spp. ve L. monocytogenes igin PZR amplifikasyon
islemi, termal cycler’da (Biorad-T100™ Thermal
Cycler, USA) 94°Cde 3 dk 6n denatirasyon
asamasint takiben, 94°C’de 40 saniye denatirasyon,
53°C’de 45 saniye baglanma ve 72°C’de 45 saniye
hibridizasyon asamasit, 72°C’de 7 dakika final DNA
sentezi 35 dongt olarak gerceklestirildi. Diger Listeria
spp. i¢in ise 94°C’de 5 dk 6n denatiirasyon asamasint
takiben, 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 60°C’de 30
saniye baglanma ve 72°C’de 30 saniye hibridizasyon
asamasi, 72°C’de 5 dakika final DNA sentezi 35
dongti olarak gerceklestirildi. Elde edilen PZR
trtnlerinden 10 pl DNA 6rnegi ve 5 pl yikleme
boyast ile jel kuyucuklarina birakildi. %1.5lik agaroz
jelde (Vivantis LE Grade Agarose Gel) 110 Volt
elektrik akiminda 120 dk stre ile elektroforez islemine
tabi tutuldu. Ethidium bromide (10 mg/ml) (Merck,
1.11608.0030) ile 30 dakika siireyle boyandi. Sonuglar
Ultra Viole (UV) transilluminatére (Vilber Lourmat
Quantum ST4) tasinarak, olusan spesifik bandlar
DNA belirte¢ (Vivantis VC 100bp NL1403) ve pozitif
kontrol (L. monocytogenes ATCC 7644) yardimiyla UV
15181 altinda degerlendirildi (Doumith ve ark. 2004,
Ryu ve ark. 2013).

BULGULAR

Bu calismada 100 adet ¢ig siit 6rneginin %4’ tintin
(4/100) Listeria spp. ile kontamine oldugu bulundu.
Soyutlanan izolatlarin tir tayini sonucunda L. gray:
(n=2; %2) ve L. seeligeri (n=2; %2) olduklart tespit
edildi. Inek siitlerinin IListeria spp. kontaminasyon
orant %2 (1/50) olarak belitlenitken bu oran manda
stitlerinde %6 (3/50) olarak saptandt (Tablo 2). Inek
sttinden izole edilen izolat PZR yontemi ile L. grayi
olarak identifiye edilirken, manda sitlerinden elde
edilen izotlarin ise L. seeligeri (n=2) ve L. grayi (n=1)
olduklart belirlendi. Cig inek ve manda st
Orneklerinin hicbirinde L. monocytogenes, L. ivanovii, L.
innocua ve L. welshimeri tespit edilmedi.

TARTISMA

Avrupa Birligi’nde onaylanan insan vakalarinda rapor
edilen ve bildirimi yapilan zoonozlar arasinda L.
monocytogenes besinci sirada yer almaktadir. S6z konusu
vakalarda listeriyozisde 9%713.8 gibi ylksek seviyede
bir 6lim orant rapor edilmistir (EFSA 2018). Sit ve
stit drtdnlerinde bulunmasi ise siit sektéri ve halk
sagligt Uzerinde olumsuz etkiye neden olmaktadir
(Tahoun ve ark. 2017). Tirkiye’de ¢ig sttlerde Listeria
spp. kontaminasyonu yapilan bazi ¢alismalarda %0-
%18 arasinda iken bu oran L. monocytogenes yoninden
degerlendirildiginde ~ %0-%06  arasinda  degistigi
bildirilmistir (Tablo 3). Cig stut 6rneklerinde Listeria
spp. varligini belirlemek icin daha o6nce yapilan
calismalarda Kalorey ve ark. (2008) Hindistan’da 2060
¢ig inek stut Orneginin %06.74%Gnde Listeria spp.
saptarken, bu oran Iran’da %11.1 (Rahimi ve ark.
2010) ve Meksika’da %23 (Catlos ve ark. 2001) olarak
bildirilmigtir. Bu calismada ¢ig inek ve manda st
orneklerinden elde edilen Listeria spp.
kontaminasyonu sirastyla %2-%06 olarak bulundu. Cig
stutteki Listeria kontaminasyon oranlarinin cografyaya
gore ve ilkelere gore farklilik gdstermesi dogal olarak
karsilanmalidir. Cinki, kontaminasyon vyetistirme
tipine, beslenme farkhiligina (6zellikle silaj ile
beslenme), sitin sagimi, depolamast ve tasima
farkliliklarina gore degismesi beklenmektedir (Tagct
ve ark. 2010, Durmaz ve ark. 2015). Ayrica, mevsimin
Listeria spp. kontaminasyonu tzerinde etki ettigini
bildiren ¢alismalar da mevcuttur. Ornegin; Kalorey ve
ark. (2008) ¢ig inek sit 6rneklerinde mevsime (yaz,
sonbahar, kis ve ilkbahar) gbre L. monocytogenes oranint
strastyla %05.28, %7.96, %4.17 ve %3.66 bulduklarini
bildirmislerdir. Konosonoka ve ark. (2012) yaptiklart
calismada geleneksel yetistiricilik yapilan ciftliklerdeki
yemlerin ilkbahar ve yaz mevsiminde Listeria spp.
icermezken, kis ve sonbahar mevsiminde yemlerden
bu etkenin izole edildigi bildirmistir. Bu ¢alismada
Listeria spp. dustik bulunma sebebi mevsimsel ve
beslenme ile iligkili olabilir, ve ileriki ¢alismalarda
orneklemenin tim yil yapilmast diisinilmektedir.
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Aygun ve Pehlivanlar (2006) Antakya’da 47 cig siit
orneginin 1inden L. grayi (%2.12), Acaréz ve ark.
(2017) ise Afyon’da 200 adet ¢ig manda ve inek sit
orneginin 4tUnden L. seeligeri (%2) izole ettiklerini
belirtmislerdir. Aksoy ve ark. (2018), Kars’tan
toplanan 100 ¢ig stt Orneginin 4’tinden L. seeligeri
(%11.1) izole ettiklerini bildirmislerdir. Rahimi ve ark.
(2014) Iran’da 34 ¢ig manda siitii 6rneginin 2’sinden
L. seeligeri (%05.9) izole ettiklerini rapor etmislerdir.
Carlos ve ark. (2001) Meksika’da 1300 ¢ig st
orneginin 44Unde L. seeligeri (Yo4) saptamislardir. Bu
calismada inek sitiinden izole edilen izolatin L. grayi,
manda sttlerinden elde edilen izolatlarin ise L. seeligeri
ve L. grayi oldugu belitlendi. Bu sonuglar
dogrultusunda, bu calismadan elde edilen veriler
tlkemizde yapilan diger calismalar ile Iisteria spp.
varligt yontunden karsilastirldiginda uyum igerisinde
bulundu (Ayglin ve Pehlivanlar 2006; Acaréz ve ark.
2017). Cig inek ve manda siit 6rneklerinin hicbirinde
L. monocytogenes tespit edilmedi. Sigirlarda listeriozisin
genellikle spoardik oldugu ve insidensinin dugik
oldugu belirtilmektedir (Akca ve Sahin 2011). Nitekim
Letonya’da yapilan bir ¢alismada siit sigirlarinin
yemlerinde  Listeria  spp. kontainasyonu — %9.2
(n=12/130), L. monocytogenes kontaminasyonu ise %20
(n=26/130) olarak rapor edilmistir. Farkli yem

Tablo 1. Listeria spp. ve L.monocytogenes’e Spesitik Primerler
Table 1. Primers Used for Listeria spp. and L.wonocytogenes

orneklerinden L. monocytogenes  izole  edilmesine
ragmen, alinan ¢ig stt 6rneklerinde L. monocytogenes’in
izole edilmedigi bildirilmistir (Konosonoka ve ark.
2012). L. monocytogenesin bazi gevresel Orneklerde
uzun siire canli kaldigt belirtilmektedir. Ornegin,
nemli toprakta yaklasik 497 giin, kuru toprakta >730
gln, sigir diskist 182-2190 gun (5°C), stvi gubre (yaz)
36 giin, swvi gitbre (kis) 106 gin ve karisik hayvan
yemlerinde 188-275 giin L. monocytogenes’in canliligini
sirdiirdiigii rapor edilmistir (Sauders ve Wideman
2007).

Sonug olarak, Sivas ilinde tiiketime sunulan ¢ig inek
ve manda sut 6rneklerinin dustk bir oraninin [ isteria
spp. ile kontamine oldugu belirlendi. Buna ilaveten,
analiz edilen sit Orneklerinde L. monocytogenes
bulunmamasi, halk saglgt agsindan olumlu  bir
durumun géstergesi olarak yorumlanmalidir. Ancak,
yapilan bu calismadaki 6rnek sayistnin disiik olmasi
calismanin  bir eksikligi olup, daha fazla 6rnek
toplanarak, mevsimsel etkinin incelendigi yil bazinda
ve beslemenin etkilerinin  arastirlacagt  tarama
calismalarinin ~ yapilmast  farkli  sonuglar  ortaya
cikarabilecektir.

Biiyiikliik

Tar Hedef gen Primer Dizilimi (5°-3’) (b¢) Kaynak
Lisirs F:-GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG 370 Doumith ve ark. (2004)
fslera Spp- prs R:CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG
N ) > E:GATACAGAAACATCGGTTGGC 74 D’Agostino ve ark. (2004)
- onogegenes Pt R:GTGTAATCTTGATGCCATCAGG
L i Onidoreduer F.GCGGATAAAGGTGTTCGGGTCAA 01 Ryu ve ark. (2013)
- & oTeanetase R ATTTGCTATCGTCCGAGGCTAGG
o F:GTACCTGCTGGGAGTACATA Ryu ve ark. (2013)
L. seeligers 0333 R CTGTCTCCATATCCGTACAG 073
L velhimer y F:CGTGGCACAATAGCAATCTG 581 Ryu ve ark. (2013)
et 5 R:GACATGCCTGCTGAACTAGA
L L F:CGCATTTATCGCCAAAACTC 49 Liu ve ark, 2003
- pmnodta Han R.TCGTGACATAGACGCGATTG
L o 0464 F:CGAATTCCTTATTCACTTGAGC 163 Liu ve ark. 2004

R:GGTGCTGCGAACTTAACTCA

Tablo 2. inek ve Manda Siit Orneklerinde Listeria spp. Dagtlimi
Table 2. Distribution of Listeria spp. in Cow and Water Buffalo Milk Samples

Ornek Klasik kiiltiir

. PZR Dogrulama
Ornek say1s1 pozitif 6rnek
Listeria L. L. L. L. L. L.
(n) say1s1 . o . . . . ..
spp- monocytogenes grayi seeligeri welshimeri  innocua ivanovii
. %02 %2
Inek Suti 50 1
(1/50) (1/50)
%06 %02 %4
Manda Sttt 50 3
(3/50) (1/50) (2/50)
%4 %4 %2 %2
Toplam 100 - - -
(4/100) (4/100) (2/100) (2/100)
- Tespit edilmedi
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Tablo 3. Tiirkiye’de Siit Orneklerinde Yapilan Calismalarda Listeria spp. ve L. monocytogenes Varligt
Table 3. Occurrence of Listeria spp. and L. monocytogenes in Milk Samples in Turkey

Yer Ornek sayist Ornek tiirii Listeria spp. L. monocytogenes Kaynak
Sivas 100 Cig inek sttt %06 %4 Vardar Unli ve ark. 1998
Van 250 Cig stt %2.4 %1.2 Sagun ve ark. 2001
Bat1 Anadolu 100 Cig stt %3 Soyutemiz ve ark. 2001
Tekirdag, Istanbul

221 Cig stt %0.45 Uysal ve Arig 2003
ve Kirklareli
Antakya 47 Cig stt %2.12 - Aygiin ve Pehlivanlar 2006
Istanbul 350 Cig stt %06.57 %0.57 Issa ve ark. 2010
Istanbul Trakya 300 Cig stt %4 Diimen ve ark. 2011
Kars 250 Inek siitii %0.8 Akga ve Sahin 2011

50 Inek siitii -
Kayseri Abay ve ark. 2012

50 Tank stti -

Cig inek suti %2
Van 140 Cig koyun sttt %2.7 Durmaz ve ark. 2015
Cig kegi siitii -

Samsun 100 Cig inek sttt %12 %5 Kevenk ve Terzi Gilel 2016

100 Cig inek suti %4 -
Afyonkarahisar Acar6z ve ark. 2017

100 Cig manda siiti %1 -
Kars 100 Cig sit %10 %6 Aksoy ve ark. 2018

Sanlibaba ve Uymaz Tezel
Canakkale 50 Cig stt %18 %2
2018

50 Cig inek sttl %2 -
Sivas Bu ¢alisma

50 Cig manda sttt %06 -

- Tespit edilmedi.
TE§EI{I{UR and dairy products. Kafkas Univ Vet Fak Derg. 2018;

» Bu calyma, Sivas Cumburivet Universitesi Bilimsel
Arastirma  Projeleri (CUBAP)  tarafindan 17-067  proje
numarast ile desteklenmistir.

Cikar Catigmasi: Yazarlar, cikar catismast olmadigin
beyan eder.
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ABSTRACT

This study aimed to determine the average value of some biochemical parameters of hair goats that are widely
cultivated in Turkey.For this purpose, Alkaline phosphatase (ALP), alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), gamma-glutamyltransferase (GGT), cholesterol, triglycerides, glucose, calcium (Ca),
magnesium (Mg), phosphorus (P), urea (BUN), creatine (Cr), albumin (Alb), total protein (TP) and total bilirubin
(T Bil) measurements were made in peripheral blood which are collected from 133 healthy female hair goats. As a
result of this study, some serum biochemistry parameters of female hair goats were determined for the first time
and, the values obtained from the study were measured via IBM SPSS Statistics 22 program. It was revealed that
there were differences between them and other goat breeds. It was also observed that some values may change
due to altitude differences. The data obtained as the result of this study is important in terms of providing
resources for the studies to be performed on hair goats. Besides, for the first time, it has been shown that altitude
has an effect on some blood parameters in hair goats and it should be considered in future studies.

Keywords: Hair goat, Serum biochemistry, Altitude, Turkey

kkk

Cukurova Yoresi Disi Kil Kegilerinde Baz1 Biyokimyasal Parametre Diizeylerinin Belirlenmesi

oz

Bu calismanin amact; tlkemizde yaygin olarak yetistiriciligi yapilan kil kecilerine ait bazt biyokimyasal
parametrelerin ortalama degerini ortaya koymakti. Bu amacla 133 adet saglikli disi melez kil kegisinden toplanan
perifer kanda Alkalen fosfataz (ALP), alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), gamma-
glutamyltransferase (GGT), kolesterol, trigliserid, glikoz, kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), fosfor (P), tire (BUN),
kreatin (Kr), alblimin (Alb), total protein (TP) ve total bilurubin (T.Bil) 6l¢timleri yapildr. Elde edilen degetler
IBM SPSS 22 istatistik programi yardimiyla degerlendirildi. Calisma sonucunda disi melez kil kegilerine ait bazt
serum biyokimyast parametreleri ilk kez belirlenmis ve diger keci irklariyla aralarinda farkliliklar oldugu ortaya
konmustur. Ayrica bazi degetrlerde rakim farkhiliklarina bagli degisimlerin olabilecegi de gbzlenmistir. Calisma
sonucunda elde edilen veriler kil kegileri ilgili yapilacak ¢alismalara kaynak saglayabilmesi bakimindan énemlidir.
Ayrica ilk kez bu calisma ile kil kegilerinde rakimin bazi kan parametreleri tizerine etkisi oldugu ve gelecekte
yapilacak ¢alismalarda g6z 6niinde bulundurulmasi gerektigi ortaya konmustur.
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INTRODUCTION

Goats are abstinent animals, because of that goat
breeding is more intense in mountainous, arid and
arable rural areas where land structure, climate, and
vegetation are not suitable for husbandry and
breeding of other species(Gupta et al. 2013).In our
country which has different geographical and climatic
characteristics, hair goat, mohair goat, Kilis goat,
Saanen goat, and other crossbred goat breeds are
widely cultivated today due to the suitability of the
geographical structure of the region(Iriadam 2004,
Elitok 2012). According to the data ofTurkey
Statistical Institute 's, there are 10,634,672 goats in
Turkey and this constitutes 17.6% of our total
number of animals being. In the same year, 13603
tons of goat meat, 42489 tons of goat milk, 5796 tons
of hair and 356 tons of mohair were produced in our
country. (Anonymous 2017). Goat breeding is an
important livestock breeding branch in the maquis
and mountainous regions of Osmaniye, which is
located in the eastern part of Cukurova region, where
there is no suitable pasture structure and goat
breeding is also carried out intensively in this region.
The number of goats reared in Osmaniye province is
57.065 and most of them are hair goats that are
adapted to the geographical and climatic conditions
of the region (Anonymous 2017). The reason that
goat is widely grown in the region is that it can
evaluate shrubland and shrubland areas that cannot
be evaluated by other farm animals (Simsek et al
2007).

To increase productivity and sustainability in goat
breeding, modern production and breeding activities
should be carried out in goat breeding areas. First of
all, it is necessary to determine the hematological
parameters and the requirements of the animal
(Kataria et al. 2011, Pradhan 2016). Although many
studies have been conducted in domestic animals for
this purpose, farm animals and different goat breeds
in our country, there is not enough data about hair
goats and their race characteristics (Iriadam 2004,
Elitok 2012, Gurgdze and Gokalp 2018). Therefore,
breeders and veterinarians in our country refer to the
previous studies of researchers in other countries
(Iriadam 2004).Although these studies are of partial
benefit, they remain inadequate because all other vital
values, especially biochemical parameters, show
significant differences according to climate, race, age,
and gender (Gwaze et al. 2012).Some researchers
have pointed out that because of that reason,it is not
possible to determine a universal reference range in
goats, hence reference values should be determined
for each goat raceliving in different geographic areas
in their own (Tibbo et al. 2008).

Biochemical parameters frequently used in goat
breeding as in other types of animal husbandry are
Alkaline phosphatase (ALP), alanine aminotransferase

(ALT), aspartate aminotransferase (AST)(Cimtay and
Sahin  2000), gamma-glutamyltransferase (GGT)
(Djuricic et al. 2011), cholesterol, triglycerides,
glucose(Gupta et al. 2013), calcium (Ca), magnesium
(Mg), phosphorus (P), urea (BUN), creatine (Kr),
albumin (Alb), total protein (TP) and total bilirubin
(T.Bil) (Mbassa and Poulsen 1993).Biochemical
parameters of different goat breeds have been
determined by many researchers before and the
clinical usefulness of the wvalues have been
demonstrated(Pradhan 2016).The same parameters
are used in the clinical diagnosis, determination and
the course of effective treatment method,
decidingtreatment application and evaluation of the
response to treatment in goats(Piccione et al. 2010).

The objective of this study is to contribute to
resource creation byidentifying the average ranges of
some biochemical parameters belonging to hair goats,
which are widely cultivated in our country, to
contribute to the diagnosis of diseases, planning of
treatment and follow up of the patient.

MATERIALS and METHODS

Permission of Research Application from the
Ministry of Agriculture and Forest obtained at
20/03/2019, and Ethics Committee Report regarding
to that permission obained at 03/04/2019 from Local
Ethic Committee of Cukurova University before the
start of research. The material of the study consisted
of 133 clinically healthy and 1 to 4 years old female
hair goats in Osmaniye. The goats were divided into
three groups as Group I (87 Altitude, n = 70), Group
II (129 Altitude, n = 43) and Group III (756 Altitude,
n = 20) according to the altitude of the area they are
settled in. All of the animals were grazed in pasture
and forest areas during the day, and in the evening
they were fed with total mix ration which consists of
soy straw, corn silage, peanut meal, and barley. All
goats were clinically examined prior to blood
collection. For this purpose, information was
obtained from the owner about the history of the
goat, and then the patient's general examination was
performed respectively. Clinically healthy female hair
goats with no recent history of the disease, and not
given birth in the last six months were accepted in the
study. Blood was collected from the vena jugularis in
October and November, in order to eliminate the
seasonal effect and during the daytime when they
were in the volley, under the rules of asepsis and
antisepsis. The collected blood was centrifuged at
3000 rpm for 10 min in the same day as described in
the literature(Glirgéze and Gokalp 2018). Separated
serum was kept at —20 °© C until analysis day
(Daramola et al. 2005). Serum ALP, ALT, AST, GGT
enzyme activities, BUN, Cr, TP, Alb, T. Bil,
Cholesterol, Triglyceride and Glucose, Ca, Mg and P
levels were measured by commercial kits via auto
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analyzer (Brand: Abbott architect, version: C8000,
USA).

Statistical Analysis

The values obtained from the study were measured
via IBM SPSS Statistics 22 program. . After
determining the reference values with descriptive
statistics, one-way analysis of variance (One Way
ANOVA / Welch) was used to reveal the differences
between the groups and Dunnett T3 test methods
were used to test the source of the difference and
confidence interval was accepted as 95% (p <0.05).
The reason to choose to this test method, instead of
Duncan, was different sample values that each group
contains as described in elsewhere (Weaver et al
2017).

RESULTS

Some serum biochemistry levels belonging to hair
goats are presented in Table 1 and the parameters of
goats divided into three groups according to the
altitude they are settled in are presented in Table 2.

As shown in Table 2, ALP levels of goats reared at
low altitude were found to be significantly higher
compared to groups raised at high altitude, on the
contrary, AST levels increased significantly with
elevation(p<<0.05). ALT activities, which is another
liver enzyme, were decreased first and then increased
again due to the increase in altitude and a similar
effect has been detected in serum bilirubin levels vice
versa. GGT enzyme, another parameter used in the
diagnosis of hepatobiliary diseases, did not show any
changes due to altitude differences.

BUN levels, a member of the kidney panels,
decreased first and then increased together with
altitude raise as there was no significant difference
observed in Cr levels according to altitude changes.
Total protein and albumin levels were not affected by
altitude differences also. Cholesterol and triglyceride
levels decreased continuously due to the increase in
altitude, whereas glucose levels, on the contrary,
showed a steady and significant increase with
increasing altitude. Phosphorus level decreased
significantly due to the increase in altitude, while
there were no significant differences in Ca and Mg
levels.

DISCUSSIONS

Some hematological values of different goat breeds
raised in our country have previously been put
forward by some researchers (Iriadam 2004, Elitok
2012, Gurgéze and Gokalp 2018). Determination of
levels of some biochemical values belonging to hair
goats, which constitute the majority of the goat
population in our country and which have an
important place especially in the livelihood of the
mountain villagers, has been one of the important

gains of this study. The sample size in our study is
higher than the previous studies performed in Turkey
forthe same purpose. While 94 goats were used in a
study conducted on Ankara and Aleppo goats in 2018
(Giirgéze and Gokalp 2018), 72 goats and kids were
used totally in a study on Saanen goats in 2012 (Elitok
2012). In another study, the number of adult goats
was 95 (Iriadam 2004). In this respect, our study is in
the first place among the studies carried out so far in
our country in terms of sample size.

In previous studies about changes in serum levels of
biochemistry parameters of goats, race, gender, age,
season, sexual cycle, geographical area and feeding
have been reported to have significant effects on
these parameters (Mbassa et Poulsen 1993, Kataria et
al. 2011, Gwaze et al. 2012, Giirgbéze and Gokalp
2018). When the results of our study were compared
with the previous studies of adult female goats in our
country, ALP, AST, BUN, Total Protein, Cholesterol,
Glucose and P values were found to be different
from adult Ankara and Aleppo goat breeds (Giirgdze
and Gokalp 2018). The differences in ALP, ALT,
AST, BUN and cholesterol levels obtained from the
previous study of adult Saanen breed female goats
may suggest that goat species and geography may be
effective in blood parameters (Elitok 2012). After the
comparisons and considerations of the previous
publications, it seemed necessary to determine the
blood biochemical parameters of each breed
separately and to take into consideration the race
intervals when evaluating the biochemical parameters.
Although the geographic region where the goats are
raised is the same, the effect of altitude differences on
the biochemical parameters of the goats has been
demonstrated for the first time in this study. In the
present study, it was shown that some serum
biochemistry parameters especially ALP and ALT
activities were affected by altitude differences (Table
2). Previous studies on liver enzyme levels in goats
revealed the effect of season, sex, race and sexual
cycle on enzyme activities (Tibbo et al. 2008, Pradhan
2016, Allaoua and Mahdi 2018). In this study, it was
thought that altitude differences may have an effect
on liver enzyme levels in goats and this situation
should be taken into consideration during clinical
evaluation. Although there is a significant difference
in ALT, another liver enzyme, this change is similar
to the change seen in BUN level, and although the
altitude increases, enzyme levels return to their
previous values after a certain elevation. Therefore it
was evaluated that the changes seen in ALT and BUN
parameters may not be caused by altitude differences
alone.

Cholesterol, triglyceride and glucose levels, which are
frequently used together for the evaluation of fat
metabolism, diabetes mellitus, endocrine disorders,
and other system functions, were also significantly
affected by altitude differences as shown in Table 2.
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Cholesterol and triglyceride levels were decreased as
the altitude increased in accordance with each other
and maintained this level after a certain altitude.
Glucose levels increased due to the increase in
altitude and maintained this level after a certain
altitude. According to the results obtained in the
present study, the change in cholesterol and
triglyceride levels is in the same direction, whereas the
change in glucose level is in the opposite direction.
This finding is consistent with previous studies
(Waziri et al. 2010). As a result, it was concluded that
changes in triglyceride, cholesterol, and glucose levels
are compatible with each other and altitude
differences should be taken into consideration while
evaluating these parameters together.

In our study, it was observed that the only mineral
level affected by altitude differences was P and that
the blood P level did not change to a certain altitude
but it decreased significantly as the altitude continued
to increase (Table 2). Previous studies petformed in
goats showed that Ca, Mg and P minerals were
compatible with the changes in each parameter
(Yatoo et al. 2013). However, in this study, it was
suggested that only the change of P level and the
absence of the expected change in Ca and Mg levels
related to P could be affected by the altitude
differences of the endocrine system and that future
studies may investigate the alterations of endocrine
system functions in terms of altitude differences.

Table 1. Mean values of serum biochemical parameters of female hair goats obtained in the study.

Parameters Mean Values (MeantSD)
ALP (U/L) 80,49+56,21
AST (U/L) 67,32+26,83
ALT (U/L) 18,41+5,34
GGT (U/L) 4338+17,16
BUN (mg/dL) 24,23+10,81
Creatine (mg/dL) 0,560,21
TP (g/dL) 5,61%1,82
Albumin (g/dL) 2,16£0,69
T. Bil (mg/dL) 0,0610,04
Cholesterol (mg/dL) 78,22+34,36
Trigliserid (mg/dL) 27,08+14,21
Glikoz (mg/dL) 30,00+10,25
Ca (mg/dL) 7,77%1,89
Mg (mg/dL) 2,18+0,64
P (mg/dL) 4,63%1,52
Table 2. Variation of parameters according to altitude differences
Parameters Grup I Grup II Grup III F Value P Value
(n = 70) (n = 43) (n = 20)
ALP (U/L) 99,00+57,39 a 60,93147,18 b 57,75+48,94 b 9,01 < 0,001
AST (U/L) 63,20+£19,95 b 63,37+24,58 b 92,35+37,98 a 11,97%%* <0,001
ALT (U/L) 19,96+4,79 a 15,35+3,85 b 19,55+7,12 a 12,20 <0,001
GGT (U/L) 44,97+14.28 42,05%21,74 40,65%15,43 0,68 (-) 0,508
BUN (mg/dL) 28,63%12,37 a 17141347 b 24,10+6,70 a 19,18 <0,001
Creatine (mg/dL) 0,57+0,26 0,57+0,15 0,55+0,12 0,06 (-) 0,946
TP (g/dL) 5,8241,67 5,21+1,98 5,74%+1,89 1,58 () 0,210
Albumin (g/dL) 2,27+0,63 2,07+0,76 2,01+0,71 1,75 () 0,177
T. Bil (mg/dL) 0,48+0,40 b 0,72+0,40 a 0,51%0,45 ab 4,69% 0,011
Cholesterol(mg/dL) 90,69+35,26 a 67,21%29 54 b 58,25+22,14 b 11,87 <0,001
Triglycerides(mg/dL) 32,70£16,00 a 21,84+9.23 b 18,6515,62 b 14,33%4% <0,001
Glucose (mg/dL) 25,53%£8,75 b 34,70£10,05 a 35,55+8,53 a 17,65%** <0,001
Ca (mg/dL) 7,9941,65 7,57+2,20 7,42+1,95 1,04 () 0,356
Mg (mg/dL) 2,22+0,62 2,09+0,69 2,21+0,58 0,52 (-) 0,595
P (mg/dL) 4,85+1,64 2 4,64+1,17 ab 3,841+1,54 b 3,53* 0,03

a, b : Differences between groups carrying different letters on the same line are important

* p<0,05 *; p<0,01 #4:5<0,001

(-): Insignificant
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CONCLUSIONS

As a result, biochemical parameter levels in healthy
female hybrid hair goats were determined for the first
time in our country. These parameters are very
important in terms of reference to future studies
related to hair goats.Besides, for the first time, the
effect of altitude on biochemical parameters in hair
goats has been demonstrated and it is also
recommended to consider it in future studies.
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ABSTRACT
In this study; some quality properties of three different malt vinegars produced with different germination periods
than winter barley malts were determined. Dry matter, acidity, brix, ash, conductivity and density values of malt
vinegar samples were found to be higher than the samples dried after the germination (P<0.05). However, it was
determined that pH, alcohol, antioxidant capacity and total phenolic content values were lower (P<0.05). The
highest values in terms of brix (%) and alcohol (%) (5.7% and 0.025%) were determined in the malt vinegar
samples obtained after germination for 12 days (CM12). Conductivity (mS/cm) and density (g/cm?) values
increased during the germination period (P<0.05). The highest antioxidant capacity and total phenolic contents of
three different malt vinegar samples were 1.15 pg TE/mL and 690.30 mg GAE/L in malt vinegar samples,
respectively. L* and b* values decreased during the germination period (P<0.05), however a* value increased
(P<0.05). In terms of mineral contents, the highest Na, Mg, B and S values were found in malt vinegar samples.
The highest K, P, Ca, Mn values were determined in CM12. The highest Fe, Zn values were determined in CM7.
In terms of color, aroma, smell, appearance and general appreciation scores, the highest appreciation scores were
obtained from CM7 (P<0.05).
Keywords: Barley, malt, vinegar, quality characteristics.

kkk

Farkli Cimlendirme Siireleriyle Uretilen Malt Sirkelerin Baz1 Kalite Ozellikleri

(074

Bu ¢alismada; kiglik arpalik maltlardan farkli ¢imlendirme streleriyle tretilmis ti¢ farklt malt sirkesinin bazi kalite
6zellikleri belitlenmistir. Sirke Srneklerinin kuru madde, asitlik, briks, kil, iletkenlik ve yogunluk degerleri malt
sirkesi 6rnegine kiyasla, c¢imlendirildikten sonra kurutulan Orneklerde daha ylksek oldugu (P<0.05) tespit
edilmistir. Buna karsin; pH, alkol, antioksidan kapasitesi ve toplam fenolik madde miktarlarinin ise daha diisiik
oldugu belirlenmistir (P<0.05). Briks (%) ve alkol (%) miktarlari bakimindan en ylksek degerlerin (%05.7 ve
%00.025) 12 glin ¢imlendirildikten sonra elde edilen malt sirkesi 6rneklerine (CM12) ait oldugu, iletkenlik (mS/cm)
ve yogunluk (g/cm3) degerlerinin ise, cimlendirme siiresi boyunca artis gosterdigi belirlenmistir (P<0.05). Uretilen
3 farkli malt sirkesi numunelerinde en yitksek antioksidan kapasitesi ve toplam fenolik madde miktarlarinin 1.15
ug TE/mL ve 690.30 mg GAE/L ile malt sirkesi 6rneginde oldugu, L* ve b* degetlerinin ¢imlendirme siiresi
boyunca azalis gosterdigi (P<0.05); buna karsin a* degerinin ise artig gosterdigi (P<0.05) tespit edilmistir. Mineral
bakimindan en ylksek Na, Mg, B ve S degerleri malt sirkesi, K, P, Ca, Mn degerleri, CM12 ve Fe, Zn degerleri ise
CM?7 oOrneklerinde belirlenmistir. Renk, aroma, koku, gériiniis ve genel begeni kriterleri acisindan en ylksek
begeni puanlarini CM7 6rneklerinin aldigr géralmistir (P<0.05).

Anahtar Kelimeler: Arpa, malt, sirke, kalite 6zellikleri.
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GIRIS

Sitke, ana hammaddesi karbonhidratlar olan, tim
Diunyada lezzet artirict ve dogal gida koruyucusu
olarak kullanilan 6nemli bir gida maddesidir. Sirkenin
ana  bileseni %4 ile %8 arasinda  degisen
konsantrasyonla asetik asittir (Johnston ve Gass
2006).

Sitke olusumunda ik olarak olusan doéngisel
reaksiyonlarda fermente olabilecek 6zellikte sekerlerin
alkole dontgumi  gerceklesmektedir. Ardindan bu
tepkime ile elde edilen etanol oksidasyona ugramakta
ve asetik asit olusmaktadir (Treck ve Teuber 2002).

Sitke, genellikle Uzim, elma, pirin¢ ve bugday gibi
cesitli malzemelerden farkli yontemlerle tretilebilen
bir Griin olup, kiifler, mayalar, laktik asit bakterileri ve
asetik asit bakterileri dahil olmak Uzere bircok
mikroorganizma tarafindan gerceklestirilen bir dizi
fermantasyon islemi ile dretilmektedir (Plessi 2003).
Bu organizmalar sadece asetik asit degil, aynt zamanda
trindn tadint ve aromasint degistiren gesitli metabolik
bilesikler de tretirler (Rainieti ve Zambonelli 2009).

Sirke, genellikle sofralik olarak tiketilmesine karsin,
sindirime yardimeci olmak, istahi artirmak ve fiziksel
yorgunlugu gidermek gibi fizyolojik etkileri nedeniyle
de tiketilmektedir. Ayrica sirke, uzun siredir
antienfektif, kardiyovaskiler-koruyucu, antitimér ve
kan sekeri dustrict etkileti olan bircok rahatsizliklara
karst da kullanidmaktadir (Giudici ve ark. 2009,
Murooka ve ark. 2009).

Malt, tahillarin belli sartlarda su alarak ¢imlendirilmesi,
ardindan kavrulmasi ile elde edilen bir Urindir
(Anonim 2015). Maltlama, hidrolitik enzimlerin
sentezlendigi ¢imlendirme islemi sonucunda hicre
geperleri, proteinler ve nisastanin par¢alanmasi
sonucunda, tahillart daha gevrek hale getiren kontrollii
bir ¢imlendirme islemidir (Enari ve Sopanen 1980,
Bamforth ve Barclay 1993, Celus ve ark. 20006).
Genellikle arpaya uygulanan bir islem olmasina karsin
tim tahillar malt haline dénistirtlebilir (MacGregor
ve Bhatty 1993).

Son yillarda arpa, icerdigi bazi biyoaktif bilesiklerinin
fonksiyonel =~ Ozellikleri  nedeniyle  poptlerlik
kazanmistir (Madhujith ve Shahidi 2007). Arpa malti
amino asit yoninden son derece zengin olup,
esansiyel amino asitler dahil on sekiz amino asit
icermektedir (Bonoli ve ark. 2004). Ayrica K, Ca, Fe,
Zn ve Mg gibi mineraller (Quinde ve ark. 2004) ile B
vitamini acisindan da degerli bir driindir. Ek olarak
arpa maltt aktif enzimler acgisindan da Onemli bir
kaynak olarak degerlendirilmektedir (Han ve atk.
2009).

Yapilan calismalar arpa maltinin insan sagligt tizerinde
de son derece faydali etkileri oldugunu ortaya

koymaktadir. Antioksidan yapist yitksek ve iltihaplt ve
yaralari tedavi edici nitelikte olan klorofili yapisinda
bulunduran arpa maltt kirmizi kan hicrelerinin
ihtiyact  olan oksijenin  aktifligini saglamaktadir
(Goupy ve ark. 1999). Ayrica kabizligi Onlemede
(Faivre ve ark. 1999), kan kolesterolini disirme ve
kontrol altinda tutmada (Frost ve ark. 1999) ve
diyabet tedavisi (Gallaher ve ark. 1993) gibi daha pek
cok alanda yararli etkileri bulunmaktadir.

Bu calismada, ekimi en ¢ok yapilan tahil triinlerinden
biri olan arpanin, malt haline getirildikten sonra yeni
bir kullanim alani olarak dogal sirke tretiminde
kullanilabilirligi  ve bu  sirkenin, ¢esitli kalite
Ozelliklerinin incelemesi amaclanmustir.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Bu calisgmada su tutma kapasitesi yitksek, malt Giretimi
icin uygun Zeynel Aga turta 2 siralt arpalar (Hordennm
vulgare  conv.  Distichon)  kullandlmugtir.  Arpalar
Afyonkarahisar ilinde faaliyet gbsteren 6zel bir
firmadan temin edilmistir.

Metot
Arpalarin Malt Haline Getirilmesi ve
Cimlendirilmesi

Malt tretilecek 5 kg arpa 10 °C’deki su ile 60 saat siite
ile su orani %43’ ulasana kadar slatldiktan sonra, 60
°C’de etuvde (Ecocel, MMM, Almanya) 2 saat stire ile
su igerigi %8 dusinceye kadar kurutulmustur.
Cimlendirme islemi ise, topraksiz ekim ile yapilmis
olup, toplam 12 gin strmustir. Ekimi yapilacak
arpalar 24 saat su icinde bekletilip, temizlendikten
sonra ekilmistir. 10 kg arpa ekilerek, giinde iki defa
damlama sekilde 10 °C’de su ile sulama iglemi
uygulanmistir.  Cimlendirme isleminin 7. ve 12.
glnlerinde arpalar ve ¢im kistmlar ile birlikte toplanip
60 °C’de etiivde (Ecocel, MMM, Almanya) 2 saat siire
ile su igerigi %8’ digstinceye kadar, strekli
karistirilarak kavrulmustur.

Sirke Uretimi

Oncelikle malt ve cimlendirilmis arpa 6rneklerinden
(arpa+t¢im kismr) ayri ayrt 720°ser g alinarak kavanoza
(5 litrelik) 1/3%G oraninda ilave edilmistir. Uzerine
dogal fermantasyon isleminin gerceklesebilmesi icin
50 g bal (Ozkovan, Tiirkiye) ilave edilmistir. Ayrica
dogal yolla tretilmis fermente Gzim sirkesinden 150
mL ile 50 g nohut ilave edilerek fermantasyon
sartlarinin olusmast saglanmustir. Uriinlerin tizerine 5
litreye tamamlayacak sekilde su ilave edilmistir.
Hazirlanan kavanozlarin agiz kisimlart hava girisini
engellemeyecek kalinlikta bez ile kapatlmis ve
numuneler karanlk bir yerde laboratuvar ortaminda
bekletilmistir. Bu stire boyunca 6rneklerin agizlar
haftada iki defa acilarak, yeterli oranda hava almasi
amactyla  karistirma  islemi  yapilmustir.  Ornekler;
ylzeylerinde sirke anast meydana gelinceye kadar 28
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giin stire ile bekletildikten sonra, sirke anasi, tortu ve
olusan sirke stizme islemi ile birbirinden ayrilmustir.

Hammadde ve Sirke Analizleri

Sirke tretiminde kullanilan malt 6rneklerine mineral
madde, toplam fenolik madde, antioksidan aktivite,
pH, suda ¢6ziinir kuru madde (Briks), toplam asitlik
(titrasyon asitligi), renk, toplam kuru madde ve kil
miktart analizleri, sitke Orneklerine ise; bu analizlere
laveten yogunluk, iletkenlik (kondiktivite) degerleri,
alkol miktart ile duyusal analiz degerlendirmesi
yapimustir.

Orneklerin mineral madde igerikleri; Fu ve ark. (2013)
da Dbelirttigi  sekilde ICP-OES (Plasma Quant
PQ 9000) kullanilarak belitlenmistir. Toplam fenolik
madde miktari, Folin-Ciocalteu yOntemine ile tespit
edilmis ve absorbans degetleri spektrofotometre ile
(Shimadzu ~ UV-1208,  Japonya)  belitlenerek
hesaplanmistir (Chu ve Chen 2006). Ham madde ve
sirke 6rneklerinin antioksidan aktivite tayininde ise,
Pinsirodom ve ark. (2008) tarafindan kullanilmis olan
yontemden  yararlandmistir.  Numunelerinin - pH
degerleri, Hanna (HI 2215, Almanya) ile AOAC
(2000)’e gore, suda ¢oziinen kuru madde miktarlari
Kirca ve ark. (2007)’a uygun olarak Atago PAL1
(Pocet Refractometer, Japonya) dijital refraktometre
ile belirlenmis olup, kuru madde miktarlart ise etiiv
(Ecocell 55, Almanya) kullanilarak tespit edilmistir
(AOAC 2000). Hammadde ve sirke 6rneklerinin renk
degerleri ise; renk tayin cihazi (Konika Minolta,
Chroma meter CR-400, Japonya) ile CIE LAB sistemi
kullanilarak Sl¢lilmiis ve sonuglar L* (100: beyaz, O:
siyah), a* (+: kirmuzt, -2 yesil) ve b* (+: sari, -1 mavi)
olarak verilmistir (Rommel ve ark. 1990). Orneklerin
toplam asit miktarlart Unal (2007)’e gore; kiil igerikleri
ise AOAC (2000)e gore FElektromag (M 1811,
Turkiye) kil firininda  tespit  edilmistir.  Sirke
orneklerinin  yogunluk tayini Alak (2015)e ve
iletkenlik (kondiiktivite) degetleri, el tipi kondiktivite
(Sension 5Hach, CO, ABD) yardimiyla Cemeroglu
(2007)’na gore belirlenmistir. Sirke 6rneklerinin alkol
icerikleri, alkolimetre (AOAC 2000) ve son uriin
duyusal analiz skorlar1 Altug ve Elmact (2005)’e gore
hesaplanmistir.

Istatistiksel Analizler

Bu aragtirma cift tekerriirli olarak yapilmis ve her
tekerrir icin de iki paralel kullanilmistir. Arastirmada
elde edilen sonuglar SPSS V 23.0.0.0 istatistik paket
programi kullanilarak hesaplanmistir  (Anonymous
2015). Sitke 6rneklerinin analizlerinden elde edilen
veriler sansa baglt bloklart deneme planinda varyans
analizi  teknigi  uygulanarak  degerlendirilmistir.
Farklilik gbrtlen gruplarda ise farkliligin hangi
dizeyde oldugu Duncan testi ile (P<0.05)
belirlenmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Sitke tretiminde kullanilan malt ile 7 ve 12 gln stre
boyunca c¢imlendirildikten sonra kavrularak elde
edilen malt 6rneklerine ait kimyasal analiz sonuglar
Tablo 1°de gosterilmistir.

Orneklerin titrasyon asitligi, antioksidan kapasitesi ve
toplam fenolik madde degerlerinin ¢imlendirme stiresi
ile azahg gosterdigi (P<0.05), buna karsin kuru madde,
kil miktart ve briks derecesinin ise artis gosterdigi
(P<0.05) belitlenmistir. Kuru madde, briks ve kiil
miktarlart en yiksek olan 6rneklerin 12 giin stre ile
¢imlendirilip kavrulmus 6rnekler, pH, ve antioksidan
kapasitesi degerleri en yitksek 6rneklerin 12 giin siire
lle c¢imlendirilip kavrulmus Ornekler ve titrasyon
asitligi ile toplam fenolik madde miktarlar
bakimindan en yiksek degerlerin  ise; malt
orneklerinde oldugu belirlenmistir (Tablo 1).

Sitke yapiminda kullandan hammaddeler mineral
icerikleri agisindan incelendiginde; Mg, B ve S’in
¢imlendirme stiresi ile azalis gosterdigi (P<<0.05); buna
karsin K, Fe, Ca ve Mn’un artig gosterdigi (P<0.05)
belirlenmistir (Tablo 2). Na, P, Fe, Zn icerikleri en
yiksek 7 gin c¢imlendirilip ve kavrulmus malt
orneklerinde, Mg, B, S igerikleri en yiiksek malt ve K,
Ca, Mn icerikleri en vyiksek ise 12 gin
cimlendirildikten sonra kavrulan malt 6rneklerinde
oldugu tespit edilmistir.

Fermantasyon stresi boyunca Orneklerin pH ve
toplam asitlik degerlerindeki degisim Tablo 3°de; Sirke
orneklerinin fermantasyon stresince pH ve asitlik
degerlerine ait varyans analiz sonuglart ise Tablo 4’de
belirtilmistir.

Fermantasyon siresince Orneklerin pH degerlerinin
azaldigl, % asitlik degerlerinin ise artig gosterdigi
belitlenmistir  (P<0.05). Yapian varyans analiz
sonuglarina gore; sirke cesidi, fermantasyon siire ve
sirke cesidi x fermantasyon siiresi interaksiyonlarinin
cok yitksek derecede anlamli oldugu tespit edilmistir
(P<0.0001). Fermantasyon stiresince pH
degisimlerinde en yiksek pH degeri 3.42 ile
fermantasyonun 7. giniinde malttan dretilen sirke
orneginde, en disiik pH degeri ise 3.01 ile 7 giin siire
ile ¢imlendirilen 6rneklerde oldugu belitlenmistir. 28
gunlik fermantasyon slresince en disik toplam
asitlik degeri %1.96 ile fermantasyonun 7. giininde 7
ve 12 giin sure ile ¢imlendirilen 6rneklerde, buna
karsin en yiksek toplam asitlik degeri ise %4.98 ile
fermantasyonun 28. giiniinde malttan yapilan sirke
orneklerinde oldugu tespit edilmistir.

Sirke Orneklerinin kuru madde, asitlik, briks, kil,
iletkenlik ve yogunluk degerlerinin malt 6rnegine
kiyasla ¢imlenmis Orneklerde daha yitksek oldugu
(P<0.05); aksine pH, alkol, antioksidan kapasitesi ve
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toplam fenolik madde miktarlarinin ise daha dustk
oldugu belitlenmistir (P<0.05) (Tablo 5). Ornekler
arasinda en disiik kuru madde ve kil miktart (%5.25
ve %1.65) malt 6rneginde, en ylksek kuru madde
miktar1 ise (%8.41 ve %2.47) 7 gin cimlendirilip
kavrulmus malt 6rneginde oldugu belirlenmistir.

Yapilan varyans analiz sonuglarina gére sirke ¢esidinin
yapilan analizler acisindan ¢ok ylksek derecede
anlamli  oldugu  (P<0.0001), sitke ¢esidi x
fermantasyon =~ zamani  interaksiyonunun = ise
kurumadde ve pH degerleri tzerinde etkili oldugu
(P<0.05) tespit edilmistir (Tablo 6).

Morales ve ark. (2001), yaptiklart calismada
sitkelerdeki kuru madde miktatlarinin 10.3 g/l ile 12.9
g/l arasinda belirtmislerdir. Aykin (2013), elma sirkesi
ve elma sitke anasi Orneklerin toplam kuru madde
miktarlarint  ortalama  %Z2.14 ve %242 olarak
buldugunu  bildirmistir. ~ Arastirmalar  arasindaki
mevcut farkliliklarin dretimde kullanilan hammadde
farkliligindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

3 farklt sirke 6rnegine ait en yiksek pH ve en distik
toplam asitlik degerleri sirastyla 3.27 ve %4.04 ile malt
sirkesine, en dusiik pH ve en yiksek toplam asitlik
degerlerinin ise; 3.01 ve %4.66 ile 7 giin sire ile
¢imlendirildikten sonra kurutulan malt Srnegine ait
oldugu tespit edilmistir (Tablo 5). Yapilan varyans
analiz sonuclarina gore sirke ¢esidi ve fermantasyon
zamant interaksiyonlarinin  ¢ok yitksek derecede
anlamlt oldugu (P<0.0001) buna karsin sirke ¢esidi x
fermantasyon zamani interaksiyonunun ise (toplam
asilik hari¢) anlamli oldugu (P<0.05) tespit edilmistir
(Tablo 06).

Arastirma sonuglarimiza paralel sekilde, Unal (2007),
Dimrit Gztimiinden degisik yontemlerle —sirke
Uretimim tzerine yapmis oldugu bir ¢alismada Dimirit
tztm sirkesinin pH ve toplam asitlik degerlerini 2.68-
2.85 ve 4.14-%06.59 g/100 mL araliginda buldugunu
ifade etmistir. Budak ve ark. (2011), tarafindan yapilan
bir baska calismada ise, farkli yontemlerle iretilen
elma sirkesi Orneklerinin pH ve toplam asitlik
miktarinin sirastyla 2.83-3.21 ve %55.16 g/L - 73.86
g/L arasinda oldugu belirtilmistir.

Ornekler briks (%) ve alkol (%) miktarlart bakimindan
incelendiginde, en disik brix degetrlerin  malt
sirkesinde (%4.8), en dusiik alkol miktarinin ise 7 glin
cimlendirildikten  sonra  kurutulan  Srneklerde
(%60.032) oldugu belirlenmistir. Buna karsin en yitksek
degerlerin ise; sirastyla 12 ve 7 giin ¢imlendirildikten
sonra kurutulan malt (%5.7 ve %0.025) Srneklerine
ait olduklari tespit edilmistir. Yapian varyans analiz
sonuclarina gbre her iki analiz sonucunda da en
yuksek degerlerin sirasiyla 4.21 mS/cm ve 1.0351
g/ cm3 ile 12 glin streyle ¢imlendirildikten sonra
kurutulan malt Orneklerinden yapilan sirkelere ait
oldugu tespit edilmistir. Varyans analiz sonuclarina

gore her iki analiz icinde sirke ¢esidinin ¢ok yiiksek
derecede anlamli oldugu (P<0.0001), buna karsin
sadece yogunluk analizi icin fermantasyon zamant
sirke cesidi x fermantasyon zamani interaksiyonlarinin
anlaml oldugu (P<0.05) belirlenmistir.

Kadas (2013), ali¢ sirkesinde briks miktarini %5.33,
Marangoz (2016) karadut suyu sirkesinde yapiminda,
alkol fermantasyonu sonrast ve asidifikasyon sonrasi
briks degerleri sirasiyla %2.65 ve %1.8 olarak
belirlemislerdir. Briks (%) degerleri arasindaki
farkliklarin sitkelerin ~ dretiminde  kullanidan
hammaddeler ile tretim sekillerindeki farkliiklardan
kaynaklandigr  dastnilmektedir. Alkol miktarlar
acisindan ise arastirma sonucu elde ettigimiz degetler
Kobya (2018) ve Yesilirmak (2019) elde ettigi veriler
ile paraleldir.

Sirke Orneklerine ait iletkenlik (mS/cm) ve yogunluk
(g/cm?) degetlerinin ¢imlendirme stiresi boyunca artis
gosterdigi  belitlenmigtir  (P<0.05). Her iki analiz
sonucunda da en yiksek degerlerin sirasiyla 4.21
mS/cm  ve 1.0351 g/cm’ ile 12 gin sireyle
cimlendirildikten sonra kurutulan malt 6rneklerine ait
oldugu tespit edilmistir. Varyans analiz sonuclarina
gore her iki analiz iginde sirke ¢esidi interaksiyonunun
cok yliksek derecede anlamlt oldugu (P<0.0001), buna
karsin sadece yogunluk analizi igin fermantasyon
zamant  sitke ¢esidi x fermantasyon zamant
interaksiyonlarinin ~ anlamli  oldugu  (P<0.05)
belirlenmistir. Elde ettigimiz degerler Budak (2010),
Kadas (2013) ve Yesilirmak (2019) calismalart ile
paralellik gostermektedir.

Ug farkli 6rnek ile iiretilen malt sirkesi 6rneklerinin
antioksidan kapasitesi ve toplam fenolik madde
miktarlarinin ¢imlendirme siiresi artisina baglt olarak
azalis gOsterdigi tespit edilmistir (P<0.05). En yiiksek
degetlerinin 1.15 ug TE/mL ve 690.30 mg GAE/L
ile malt sirkesi 6rneklerine, en disik degerlerin ise
0.88 pg TE/mL ve 373.81 mg GAE/L ile 12 giin siire
ile ¢imlendirildikten sonra kurutularak sirkesi yapilan
malt Srneklerinde oldugu beliflenmistir. Her iki analiz
icinde sitke ¢esidi ve fermantasyon zamani
faktorlerinin interaksiyonlarinin ¢ok ylksek derecede
anlamlt (P<0.001) oldugu yapilan varyans analizleri ile
ortaya konulmustur.

Er (2011) farkh 6n islem ve kurutma sicakligt
uygulanmis kirmizi pancarin antioksidan kapasitesine
(DPPH) ait verilerin metanol ekstraktinda 1771 pmol
Trolox esdegeri/100 ¢ ve 5133 pmol Trolox
esdegeri/100 g arasinda degistigini, toplam fenolik
madde iceriklerinin ise 671.1 mg GAE /100 g ile
1399.8 mg GAE/100 g arasinda degistigini
bildirmistir. ~ Calismalar  arasindaki ~ farkliliklarin
uygulanan proses ve hammadden kaynaklandig
tahmin edilmektedir.
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Uc farkli malt sirkesi Orneginin fermantasyon
bitimindeki renk deger degerleri Tablo 7’de
gosterilmistir. Orneklere ait I* ve b* degerlerinin
¢imlendirme siiresi boyunca azalis gosterdigi (P<<0.05)
buna karsin a* degerinin ise artis gosterdigi (P<0.05)
belirflenmistir. Ornekler arasinda en yiiksek L* ve b*
degerlerine sahip numune 58.81 ve 37.40 ile malt
ornegi iken en yiiksek a* degerine sahip 6rnegin 12
glin sire ile ¢imlendirildikten sonra kurutulan malttan
tretilen sirke 6rnegi oldugu tespit edilmistir. Varyans
analiz sonuglarina gore ise L*, a* ve b* degerlerinin
sirke cesidi ve fermantasyon zamant
interaksiyonlarinin  ¢ok yiksek derecede anlaml

oldugu (P<0.0001) belirlenmistir.

Malt sitkesi 6rneklerine ait mineral madde analiz
sonuclart Tablo 8’de verilmistir. Sirke 6rneklerinde en
yiksek Na, Mg, B ve S miktarlar1 malt sirke
orneklerinde, K, P, Ca, Mn miktarlar ise 12 giinlik
¢imlendirilip kavrulmus sirke 6rneklerinde ve Fe, Zn

miktarlart ise 7 gunliik ¢imlendirilip kavrulmus sirke
orneklerinde oldugu belirlenmistir. Na, Mg, B ve S
minerallerinin =~ ¢imlendirme  siiresi ile  azaldig
(P<0.05), K, P, Fe, Ca, Mn ve Zn minerallerinin ise
cimlendirme stresi ile artis (P<0.05) gosterdigi tespit
edilmistir. Yesilirmak (2019) calismasinda elde ettigi
mineral madde degerleri ile arastirmamiz bulgular
arasinda farkliliklar mevcuttur. Degerler arasindaki
degiskenligin tretimde kullanllan hammadde ve
proses farklhiliklarindan kaynaklandig
disuntlmektedir.

28 giinlik fermantasyon siiresi sonucunda ¢ faklh
sitke  Orneginin  duyusal analiz  degerlendirmesi
sonucunda en yiiksek renk, aroma, koku, gériiniis ve
genel begeni kriterleri acisindan 7 giinliik ¢imlendirilip
kavrulmus malttan tretilen sirke 6rneklerinin aldigt ve
cimlendirme stiresinin uzamasinin renk skotlarint

diistirdigt tespit edilmistir (P<0.05) (T'ablo 9).

Tablo 1. Sirke tretiminde kullanilan malt ile 7 ve 12 glin siire boyunca ¢imlendirilen malt 6rneklerine ait kimyasal

analiz sonuclart

Table 1. Results of chemical analysis of malt used in vinegar production and germinated malt samples for 7 and 12

days
- Kuru Madde Titrasyon Briks Kiil Miktar: Antloks'lda.n Toplam Fenolik
Omek  hegeri(s) P Asitligi (%) Degeri (%) (%) Kapasitesi Madde
(ug TE/mL) (mg GAE/L)
Malt 8.79¢ 5.220 2.84 10.6> 2.08 2.48> 654858
cM7 9.61 4.83 2.300 11.20 2,50 251 580.66
CM12 10.5¢ 5.04> 2210 11.6° 2.864 1.75¢ 340.49¢

a-c (}) Ayni1 harfleri tagtyan degerler arasinda fark istatistiksel olarak énemli degildir (P>0.05).
CM7: Cimlendirilmis 7 giinlik malt, CM12: Cimlendirilmis 12 gtnlik malt.

Tablo 2. Sirke iiretiminde kullantlan malt ile 7 ve 12 gln stire boyunca ¢imlendirilen malt 6rneklerine ait kimyasal

analiz sonuglar1 (ppm)

Table 2. Results of chemical analysis of malt used in vinegar production and germinated malt samples for 7 and 12

days (ppm)
Ornek Na Mg K P Fe Ca B Mn Zn S
Malt 786.60c 1118100 1720.01*  1896.45>  8.07¢ 655.48¢ 559 4.05¢ 1812 311512
CM7 872300  1035.84>  1562.65>  1948.23  13.5:  101422> 530> 496> 2245  165.20
CM12  805.44>  985.72¢ 1734.820  1536.74°  12.85> 1046500 5.07¢ 512+ 2053  150.71¢

a-c (}) Ayn1 harfleri tastyan degerler arasinda fark istatistiksel olarak 6énemli degildir (P>0.05).
CM7: Cimlendirilmis 7 gtinlik malt, CM12: Cimlendirilmis 12 gtinlik malt.

Tablo 3. Sirke 6rneklerinin fermantasyon asamasindaki pH ve % toplam asitlik degerleri
Table 3. pH and % total acidity values during fermentation phase of vinegar samples

Analiz Ornek Fermantasyon Zamani (Giin)
7 14 21 28

Malt 3.42Da 3.38C 3338 3304
T CcM7 3.15De 3.10C 3.058¢ 3.01Ad
CM12 3.26Pb 3.178e 3.188d 3.154
g Malt 2.96C 4.05% 4.43M 4.988b
EEES CM7 1.96 34454 43408 4,884
=< CM12 1.96Cb 3.78Ac 4.201b 4.70Bed

a-e (}) Ayni1 harfleri tastyan degerler arasinda fark istatistiksel olarak énemli degildir (P>0.05).
A-D (—) Aynit harfleri tastyan degetler arasinda fark istatistiksel olarak énemli degildir (P>0.05).
CM7: Cimlendirilmis 7 ginlitk malt, CM12: Cimlendirilmis 12 gtinlik malt.
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Tablo 4. Sirke Orneklerinin fermentasyon sutesince pH ve asitlik degerlerine ait varyans analiz sonuglari

(P Degeri)

Table 4. Variance analysis results for pH and acidity values during fermentation of vinegar samples

(P Value)
Faktor pH Asitlik
Sirke Cesidi (S) <0.0001 <0.0001
Fermantasyon Zamani (Z) <0.0001 <0.0001
Sirke Cesidi x Fermantasyon Zamani (S x Z) <0.0001 <0.0001

P<0.0001: Cok ytiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamlt.

Tablo 5. Sirke 6rneklerine ait kimyasal analiz sonuclart

Table 5. Chemical analysis results of vinegar samples
Omec XMy Asidik Briks Allol Kl lledkenlik  Yogunluk A;(‘;g)ak:lt;‘::‘ izﬂﬂl‘i‘

%) @) ) ) R mS/em)  (gfem) ARV Ferdds

Malt 525¢  3.27: 4.04¢ 4.8¢  0.0328  1.65¢ 3.45¢ 1.0278¢ 1.15# 690.302
CM7 8.412  3.01c 4.662 53> 0.025¢  2.47% 3.88b 1.0347> 1.12b 521.59b
CM12 7.12b  3.14b 4.51b 57+ 0.028> 2.03b 4.21» 1.03512 0.88¢ 373.81¢

a-c (}) Aynt harfleri tastyan degerler arasinda fark istatistiksel olarak énemli degildir (P>0.05).

CM7: Cimlendirilmis 7 glinlitk malt, CM12: Cimlendirilmis 12 gtinlik malt.

Tablo 6. Sirke 6rneklerine ait kimyasal analiz varyans analiz sonuglar

Table 6. Chemical analysis variance analysis results of vinegar samples

Faktor KM (%) pH A(s,f/d)ik B(f,/ﬂ;s A(]Ol/“)’l Kiil (%) I(it;‘/e;]:ll)‘ ‘;"%‘;‘rﬁ;’)k Aé'jg’aliff:f Féggifﬁ

o ° o g (1g TE/mL)  (mg GAE/L)

Sirke Cegidi(S) <0.0001 <0.0001  <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

;e’mamasy"“ 0199 <00001 <0.0001  <0.0001  <0.0001 0339 0.750 0.258 <0.0001 <0.0001
amani (Z)

SXZ 0.043 0.049 0.935 0.954 0.478 0.978 0.990 0.498 0.300 0.640

0.01<P<0.05: Istatistiksel olarak anlaml, 0.0001<P<0.01: Yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamls,

P<0.0001: Cok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli, P>0.05: Istatistiksel olarak anlamli degil.

Tablo 7. Sirke 6rneklerine ait renk analiz sonuclati

Table 7. Color analysis results of vinegar samples

- Renk Degeri

Ornek I af b*
Malt 58.812 3.42¢ 37.407
CM7 41.50b 10.50b 19.32b
CM12 29.71¢ 13.642 14.63¢

a-c (|) Ayn1 harfleri tagtyan degerler arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (P>0.05).

CM7: Cimlendirilmis 7 ginlik malt, CM12: Cimlendirilmis 12 giinliik malt.

Tablo 8. Sirke 6rneklerine ait mineral madde analiz sonuglari (ppm)

Table 8. Mineral matter analysis results of vinegar samples (ppm)
Ornek Na Mg K P Fe Ca B Mn Zn S
Malt 683.652 371.802 1051.05¢ 785.55¢ 3.82¢  156.80¢ 5.322 2.51b 8.03¢ 292.302
CM7 667.10b 340.55P 1163.052 873.90b 9.05*  289.70b 4.82b 2.96% 11.472 152.45b
CM12 647.90b 320.70¢ 1139.91b 900.552 7.72>  307.702 4.41c 4.13# 10.74> 130.35¢

a-c (|) Ayn1 harfleri tagtyan degerler arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (P>0.05).

CM7: Cimlendirilmis 7 ginlitk malt, CM12: Cimlendirilmis 12 gtinlik malt.

Tablo 9. Sirke 6rneklerine ait duyusal analiz sonuglatt

Table 9. Sensory analysis results of vinegar samples
Ornek Renk Aroma Koku Gériiniig Genel Begeni
Malt 7.512 7.00> 7.53b 8.52b 7.02b
CM7 7.502 9.022 9.007 9.042 8.502
CM12 6.00b 6.03¢ 7.02b 6.06¢ 5.54¢

a-c (}) Ayni1 harfleri tagtyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak énemli degildir (P>0.05).
CM7: Cimlendirilmis 7 ginlitk malt, CM12: Cimlendirilmis 12 gtinlik malt.
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SONUGC

Sitke, saglik tizerine olumlu etkileriyle her gecen giin
kullanim1  ve gida sanayisinde firetimi artan bir
fermente drindir. Genellikle, gida sektoriinde
hammadde olarak elma ve Uzim tercih edilse bile,
icerisinde seker iceren tim meyve, sebze ve hatta
tahillar  gibi her tirli hammaddeden sirke
tretilebilmektedir.

Diunya’da ve Turkiye’de arpa ekimi bugdaydan sonra
ikinci sirada yer almasina ragmen arpa genel olarak
bira tiretiminde ve unlu mamuller tiretiminde kullanim
alani bulmaktadir. Maltt sirke olarak yaygin olarak
iireten iilkeler; Ingiltere ve Kanada’dir.

Yapilan arastirmalar, arpanin malt ve ¢im halinin
besin degerleri yiiksek, ekimi verimli, mineral madde
icerigi zengin ve antioksidan kapasite degerleri insan
sagligt ve beslenmesinde O6nemli bir gida maddesi
oldugunu gostermektedir.

Sonu¢ olarak, malt sirkesinin dlkemizde yo&resel
tretimden ¢ikip sektbrel pazarda yer almast gerektigi
ve malt sirkesi veya meyve sirkelerinin sadece salata
ve soslarda cesni olarak degil, uzak dogu ilkelerinde
oldugu gibi cesitli meyve sulariyla seyreltilerek
tlkemizin icecek sektSrine alternatif fonksiyonel bir
trin olarak degerlendirilebilecegi dustiniilmektedir.

Cikar Catigmas1: Yazarlar, ¢ikar catismast olmadigim
beyan eder.
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ABSTRACT

In modern agriculture, many compounds such as pesticides, herbicides and various kinds of fertilizers are frequently used in
the fields to increase crop production. However, among these compounds, widespread usage of synthetic herbicides for
agricultural purpose has an adverse effect on living organisms and can lead to several hematological and neurological
complications in human and animals. Alcohol consumption is one of the potential risk factors in cardiovascular disease. The
aim of this study is to investigate the effects of 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2.4-D), used commonly by farmers as a
herbicide, on hematological changes in rats given alcohol. Totally 28 Sprague Dawley male rats were randomly divided into
four groups containing 7 animals per group. While first group served as a control, experimental groups were as follows;
hetbicide group (5 mg/kg, 2,4- D, orally), alcohol group (3 mg/kg ethyl alcohol, orally), herbicide plus alcohol group (5
mg/kg 2,4-D and 3 mg/kg ethyl alcohol, orally). In the end of experimental period lasted totally 60 days, the blood samples
were taken from animals by cardiac puncture under anesthesia. In the blood samples, erythrocyte (RBC), total leukocytes
(WBC) and percentage of the different white blood cells, hematocrit value (HCT), hemoglobin concentration (HGB) and
platelet counts (PLT) were determined. 2,4-D increased the WBC, percentage of lymphocyte, monocyte and granulocyte
numbers. Alcohol and alcohol plus 2,4-D application reduced RBC numbers, HGB, HCT value and PLT concentration.
The mean corpuscular hemoglobin level (MCH) was increased by alcohol, 2.4 D and alcohol plus 2.4 D treatments. We
concluded that 2,4-D application in rats given alcohol leads to changes in hematological parameters.

Keywords: 2.4-Dichlorophenoxyacetic acid, alcohol, hematological parameters, rat.

kksk

Alkol Verilen Siganlarda 2,4-Diklorofenoksi Asetik Asitin Hematolojik Parametreler Uzerine Etkilerinin
Belirlenmesi

(074

Modern tarimda, pestisit, herbisit ve gesitli giibreler gibi bircok bilesik, bitki tiretimini arttirmak icin stklikla kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, bu bilesikler arasinda, sentetik herbisitlerin tarimsal amacl yaygin kullanimi, canli organizmalar tzerinde
olumsuz bir etkiye sahip olup, insan ve hayvanlarda ¢esitli hematolojik ve nérolojik komplikasyonlara yol acabilmektedir.
Alkol titketimi, kardiyovaskuler hastalikta potansiyel risk faktorlerinden biridir. Bu calismanin amact, yaygin olarak ciftciler
tarafindan herbisit olarak kullandan 2,4-diklorofenoksi asetik asidin (2.4-D), etil alkol verilen si¢anlarda hematolojik
degisikliklere etkisini arastirmaktir. Toplam 28 Sprague Dawley erkek sican rastgele olarak grup basina 7 hayvan igerecek
sckilde dért gruba ayrildi. Birinci grup kontrol olarak gérev yapatken, deney gruplart séyledit; herbisit grubu (5 mg / kg, 2,4
D, oral yoldan), alkol grubu (3 mg / kg etil alkol, oral yoldan), herbisit + alkol grubu (5 mg / kg 2,4D ve 3 mg / kg etil alkol,
oral yoldan). Altmis glnlik toplam deney siiresi sonunda kan 6rnekleri anestezi altinda kalp punksiyonu ile hayvanlardan
alindr. Kan 6rneklerinden eritrosit (RBC), toplam l6kosit sayist (WBC) ve yiizde oranlari ile trombosit sayist (PLT),
hematokrit degeri (HCT) ve hemoglobin (HGB) duzeyi belitlendi. 2,4-D uygulanan hayvanlarda, WBC, lenfosit, monosit ve
grantlosit yiizdelik degerlerinin arttigt bulundu. Alkol ve alkol ile bitlikte 2,4-D uygulanan hayvanlarda, RBC, HGB, HCT ve
PLT sayilarinin azaldig tespit edildi. Alkol, 2.4-D ve alkol ile bitlikte 2.4 -D uygulamalarinin, her bir kirmizi kan htcresindeki
ortalama hemoglobin seviyesini (MCH) arttirdigt gbzlendi. Sonug olarak, alkol verilen sicanlarda 2,4-D uygulamasinin
hematolojik parametrelerde degisikliklere neden oldugu sonucuna varildu.
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GIRIS

Dinyada yasayan insan niifusundaki hizli artisin yol
actig gida talebinin karsilanmast i¢in hem tarimsal
hem de hayvansal tretimin artirilmast, gelistirilmesi ve
iyilestirilmesi ~ gerekmektedir. Glnimiz modern
tarimsal  faaliyetlerinde, Uretimin artirdlmast  ve
iyilestirilmesi icin pestisitler, herbisitler ve cesitli
giibreler gibi bircok kimyasal bilesik yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla bitlikte, bu kimyasal
bilesiklerin kullanilmasinin yayginlasmasi, uygulandigi
tretim alanlarinda bu kimyasallara maruz kalmis insan
ve hayvanlarin saghginda olumsuz etkilere yol
acabilecegi yoninde endiselere de yol acmuis
bulunmaktadir (Tiryaki ve ark. 2010).  Nitekim,
bitkilerin azot ihtiyacini karsilamak amaciyla topraga
katlan ve dinyada yaygin kullanilan nitrath
giibrelerin, yer altt sularina karisarak insan ve hayvan
saghigint tehdit ettigi ortaya konmustur (Vural, 2005).
Bu kimyasal bilesiklerden biri olan ve tim dinya
genelinde yabani otlarin yok edilmesi amactyla zirai
miicadelede yaygin olarak kullamlan herbisitler de
insan ve hayvan saghigini tehdit ettigi ileri siiriilen
kimyasal bilesiklerdendir (Teixeira ve ark. 2007).
Herbisitlerin ve par¢alanma tiriinlerinin hticrelerde yol
actig1 zararlarin incelemesi ve ortaya ¢ikartilmasi
onem arz etmektedir. Amerika Bitlesik Devletleri’nde
yasayan insanlarda yapilan bir arastirmada, serumda 3
ila 65 ng/L duzeyinde pestisit kalintist bulundugu
tespit edilmistir (Hill ve ark. 1995). Tum pestisitlerde
oldugu gibi herbisitler de uygulama sonras: kimyasal
ve biyolojik olarak parcalanmasina ragmen bile
beklenenden daha uzun siire toprak ve bitkilerde
kalict olabilmektedir (Tiryaki ve ark., 2010). Insan ve
hayvanlar gerek ilaglama esnasinda gerekse kalintt
iceren Dbitkilerin tiketilmesi ve icme sularinin
kullanlmasiyla bu maddelere maruz kalabilmekte ve
organizmada norolojik ve hematolojik yan etkilere
sebep olabilmektedir. Nitekim, herbisite maruz kalan
baliklarin  kan parametrelerinde 6nemli derecede
degisiklikler gbzlendigi bildirilmektedir (Gholami-
Seyedkolaei ve ark. 2013).

Tarimsal faaliyetlerde yabani otlart kontrol etmek icin
genel uygulanabilirligi ve disik maliyeti nedeniyle
dinyada en yaygin kullanilan herbisitlerden biri de
2,4-diklorofenoksiasetik asittir (2,4-D) (Song, 2014).
Bu maddeye maruz kalan insanlarda bir dizi biyolojik
etkilere sahip oldugunun ortaya konmasindan dolay1
(Lerda ve Rizzi, 1991), 2,4-D’nin neden oldugu yan
etkilerinin mekanizmalart in vitro ve in vivo hala
arastirtlmaktadir. Nitekim, 2,4-D’nin sinir sistemi
(Bortolozzi ve ark., 2004), triner sistem (Uyanikgil ve
ark., 2009) ve eritrositlere (Tayeb ve ark., 2010) olan
etkilerine yonelik calismalar yapilmistir.  2,4-D’nin
amin ve ester formlarinda karsinojenik bir madde olan
dioksinin bulunmast bu maddeyi ¢ok daha tehlikeli bir
hale getirmektedir. Nitekim, 2,4-D’ye uzun sureli
maruz kalan kopek ve farelerde karaciger ile bobrek
lezyonlarina rastlandigt (Hayes ve ark., 1991), 2,4-D

kullantlan  golf sahalarinda oyundan 6nce golf
toplarint  yalayan oyuncularda karaciger iltihabi
(hepatitis) olgularinin  gézlendigi  bildirilmektedir
(Leonard ve ark. 1997). Bununla birlikte, organizmada
ana tastyict olarak gbrev yapan kanda 2,4-D’nin yol
actig1 hematolojik degisikliklere yonelik calisma sayist
oldukea yetersizdir.

Canlilarda hematolojik ve biyokimyasal
parametrelerdeki degisimler; pek c¢ok klinik ve
subklinik  hastaliklarin = ayirict  tanist,  siddetinin
belirlenmesi, seyrinin takibi ve tedavinin ulasti§t
diizeyin tespiti ile vicuttaki metabolik olaylart ve
organlarin  fonksiyonlarint yansitmast bakimindan
hekimlere ve arastiricilara 6nemli bilgiler vermektedir.
Ayrica,  toksikolojik  arastirmalar  ve  gevresel
faktérlerin -+ yol acu@r  fizyolojik ve  patolojik
degisikliklerin olasi bir biyolojik isareti olarak izlenen
hematolojik degerlerde meydana gelen degisimler,
sagliklt yasamin kontrol programlari igerisinde ve
cevre ile beslemenin kan yapan organlara etkisinde de
basvurulan parametreler arasinda yer almaktadir
(Gholami-Seyedkolaei ve ark. 2013). Bu nedenle,
uygulandigt bolgelerde yasayan insan ve hayvanlarin
maruz kalmalari halinde, 2,4-D’nin organizmada ana
tastyicist  olarak gbrev  yapan kanda yol actift
hematolojik  degisikliklerin ~ ortaya ~ konmasini
gerektirmektedir.

Tum dinyada insanlar tarafindan zararli oldugu
bilinmesine ragmen bile alkol tiiketimi yapilmaktadir.
Alkol tiiketiminin hematolojik degerleri etkiledigi
bilinmektedir (Tyulina ve ark. 2000; 2002). Bununla
birlikte, alkol tiiketen bireylerin yabanci otlatla
miucadelede yaygin olarak kullanilan herbisite maruz
kalmalarina  bagli  hematolojik  parametrelerde
meydana gelen degisikliklere yonelik bir  veri
bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu calisgma, alkol
verilen sicanlarin 24-D alimina maruz kalmalarina
bagli hematolojik parametrelerdeki — degisimlerin
belirlenmesi amactyla yapild.

MATERYAL ve METOT

Calismada  hayvan  materyalini  AKU  Deney
Hayvanlar1  Araspirma ve Uygulama Merkezinden
temin edilen 10-12 haftalik yasta, 28 adet Sprague
Dawley tirii erkek (yaklastk 300-400 g) olusturdu.
Calisma  boyunca  hayvanlara  yapilacak  tim
miidahaleler Afyon Kocatepe Universitesi Deney
Hayvanlart Yerel Etik Kurulu tarafindan onay (etik
numarast: 49533702/09) dogrultusunda
gerceklestirildi. Hayvanlarin bakimi Afyon Kocatepe
Universitesi Deney  Hayvanlart  Uygulama  ve
Arastirma Merkezinde — gergeklestirildi.  Siganlarin
beslenmesinde standart rat yemi ve igme suyu her giin
taze olarak verildi. Calismada kullanilacak olan 24-
diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) (Amel ve ark., 2016)
ve etil alkol (Kamoun ve ark. 2017) verilme miktatlatt
daha 6nce yapilan calismalar esas alinarak belirlendi.
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2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ticari miistahzart
seklinde (ESTER’H, Hektas Tic. A.S., Kocaeli,
Thurkiye), alkol ise kimyasal madde olarak (Sigma-
Aldrich, MO, USA) temin edildi.

Hayvanlar rastgele 6rnekleme metodu ile her grupta 7
sican olacak sekilde 4 gruba ayrild: ve calismada
gruplara uygulanan yéntem Tablo 1 de verildi.

Tablo 1. Gruplar, gruptaki hayvan sayilari ve
uygulama yontemi.

Table 1. Groups, numbers of animals in groups and
the application method.

Gruplar  Gruptaki Uygulama Y6éntemi
Hayvan
Sayis1
Grup I 7 Kontrol
Alkol grubuna; 3 g/kg
Grup 1I 7 dozunda Etil Alkol gastrik
gavaj ile verildi.
2,4-diklorofenoksi asetik
asit (2,4-D) grubuna;
5mg/kg 2,4- (2,4-D) (0,5
Grup III 7 ml %hst%e su iéinde 5
¢ozdurtlip) gastrik gavaj
ile verildi.
2,4-diklorofenoksi asetik
asit (2,4-D) + alkol
Grup IV - grubuna; 2,4- (2,4-D) 5

mg/kg dozunda ve 3 g/kg
dozunda etil alkol gastrik
gavaj ile verildi.

Son uygulamalart takiben 24 saat sonrasinda
hayvanlardan ksilazin ve ketamin anestezisi altinda
intrakardiyak olarak analizler igin kan Srnekleri alindi.
Alman  kan  Orneklerinin;  Afyon  Kocatepe
Universitesi, Veteriner Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezinde bulunan kan sayim cihazinda (Mindray
BC2800 VET, Cin) Ol¢umleri yapilarak; l6kosit
(WBC), eritrosit (RBC) ve trombosit (PLT) sayilat,
hemoglobin (HGB) miktari, hemotokrit (HCT) deger
ile ortalama eritrosit hacmi (MCV), ortalama eritrosit
hemoglobini (MCH) ve ortalama eritrosit hemoglobin
diizeyi (MCHC) degerleri belirlendi. Araspirmadan
elde edilen sonuglar, SPSS 20.0 istatistik paket
programinda tek yonli ANOVA testi uygulanarak
yapildt. Istatistiksel fark bulunan sonuglara Duncan
testi uygulands, veriler "ortalama *+ standart sapma"”
olarak ifade edildi. Istatistiksel anlamlilik icin p < 0.05
kabul edildi.

BULGULAR
Calismada tim gruplarda elde edilen WBC, %

lenfosit, % monosit, % granulasit, RBC, HGB, HCT,
MCV, MCH, MCHC, % RDW, PLT, MPV, PDW, %

PCT’¢ yonelik  veriler Tablo 2’de verilmistir.
Calismada, 2,4-D  uygulamast WBCyi 6nemli
(P<0.05) oranda artirdr. Alkol ve 2,4-D’nin birlikte
uygulamasinin; RBC (P< 0.001), HGB, HCT (P<
0.05) ve PLT (P<0.01) sayilarinda Kontrol grubu
hayvanlarinkine gére 6nemli diizeyde distise neden
oldugu gozlendi. Bununla birlikte, alkol ve 2,4-D’nin
birlikte uygulamasinin yalniz alkol verilenlere gore,
RBC sayisint 6nemli (P<0.05) ve HGB ile HCT
diizeylerini ise 6nemsiz (P>0.05) dizeyde dusirdigi
bulundu (Tablo 2). Alkol ve 2,4-D‘in hem ayr1 hem
de birlikte kullanimi, Kontrol grubu hayvanlardakine
gére MCH seviyesinde 6nemli dizeyde (P<0.05)
artisa sebep oldu. Ayrica graniilosit ve monositlerin
sayilarinin; alkol verilen gruplarda etkilenmedigi,
sadece 2,4-D uygulamasi yapilan hayvanlarda Kontrol
grubu hayvanlardakine gbre 6nemli (P<0.05), lenfosit
saytlarinda ise o6nemsiz (P>0.05) dizeyde yiksek
oldugu gorildi. Alkol ile bitlikte 2,4-D uygulamast
yapilan hayvanlarda; lenfosit ve granilosit sayilarinin,
Kontrol grubu hayvanlardaki degerlerden istatistiksel
anlamda 6nemsiz (P>0.05) diizeyde disik oldugu
gorildu (Tablo 2).

TARTISMA

Laboratuar hayvanlarinin yapist ve islevi insan ve
hayvanlarin  hematopoietik  hticre  yenilenmesinin
prensibi ile karsidastirlabilir  oldugu icin, bu
hayvanlarda yapilan hematolojik, kan biyokimyasal ve
histoloji ¢alismalarin sonugclart, bazi durumlarda insan
ve hayvanlardaki kimyasal toksisiteyi tahmin etmek
icin yararh olabilirt. Nitekim, bu hayvanlarin
kullanildig1 caligmalarda; davranis, genetik, anatomik,
fizyolojik ve histolojik yapt ve mekanizmalardaki
degisiklikleri, insanlar da dahil olmak tzere tim
memelilere de  genelleyerek  degerlendirilmeler
yaptmaktadir (Tashdere ve ark. 2013, Linge ve atk.
2015, Tan ve ark. 2019). Bu nedenle, deney
hayvanlarinda hematolojik  degisikliklerin ~ ortaya
konmast, ¢evresel toksik etkilerin organizmadaki
degisikliklere katkisint gosterebilir.

Kandaki degisimler toksik stres icin ideal bir gésterge
olmast nedeniyle, herbisitlerin hematolojik degetler
tzerindeki etkilerini ve bu degerlere alkol aliminin yol
actift degisiklikleri belitlemek amactyla yapian bu
calismada; hayvanlara daha 6nce yapilan calismalar
esas almarak 24-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D)
(Amel ve ark., 2016) ve etil alkol (Kamoun ve ark.
2017)  wverildi. Alkol aliminin  biyokimyasal /
hematolojik gostergelerini inceleyen daha 6nceki
calismalar (Shaper ve ark., 1985, Armutcu ve ark.
2003), belirli meslek gruplarina veya alkolle ilgili
sorunlara sahip olanlarla sinirlt kalmistir. Bu ¢alismada
alkol alimiyla birlikte herbisite maruz kalmanin
hematolojik parametrelerde olusturdugu etkiler tespit
edilmistir.
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Tablo 2. Erkek sicanlarda 3 g/kg dozunda Etl Alkol, 5mg/kg 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ve 3 g/kg
dozunda Etil Alkol + 5mg/kg 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) uygulamasinin hematolojik parametrelerine etkisi

(Ortalama + standart sapmajstpin=7).

Table 2. The effects of ethyl alcohol at dose 3g/kg, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) at levels of 5 mg/kg
and ethyl alcohol (3g/kg) plus 2,4-D (5 mg/kg) on hematological parameters in male rats (Meantstandard

deviation; n=7).

Parametre KONTROL ALKOL 2.4D ALKOL+2.4 D
WBC X10°/L 20,91+3.72 19,78%4,83b 47 37+9,58¢ 15,0312,47
LENF X10°/L 15,2143,39: 12,76+3,06b 252144238 10,68+2,51b
MON X10°/L 0,4740,08b 0,4340,12b 1,30+0,292 0,60+0,17>
GRAN X10°/L 5,2241,72b 6,58+4,05b 20,85+5,96: 3,7540,08
LENF% 72,67+7,24 68,46+12,08 56,80+6,60 67,51+10,42
MONY% 2,50+0,49 2,35+0,44 2,67+0,31 473+1,57
GRAN% 24,8246,86 29,18+12,01 40,52+6,46 27,75+9,34
RBC X1022/L 8,0140,10 7,3140,15b 7,7040,10: 6,8540,19¢
HGB g/dl 16,95+0,17: 16,26+0,21be 17,40%0,29: 15,7610 44¢
HCT % 35,55+3,04 32,83+2,66 30,0240,70b 27,95+0,89
MCV fL 44,08+3 33 44,81+3,08 39,00+0,43 40,88+0,54
MCH pg 21,140,200 22,20%0,35¢ 22,5240,23¢ 22,96+0,30*
MCHC g/dL 49 34+3 33b 50,75+3,16 57,95+0,63 56,4140,54:b
RDW % 11,50+0,16 12,0140,23 11,8740,16 11,71+0,32
PLT X 10°/L 1131,57+11921»  83550+67,14>  803,71%35,56b 734,66+61,34b%
MPYV fL 4.2540,20 4324028 4,1840,06 43140,18
PDW 15,7240,16 15,76%0,15 15,65+0,07 15,70+0,10
PCT % 0,4240,04 0,36+0,05 0,33+0,01 0,3240,03

abcdse, Ayni siitunda farklt harfleri tasgyan degerler istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05). WBC: Lokosit, LENF: lenfosit, MON: monosit, GRAN:
granulosit, RBC: Eritrosit, HGB: hemoglobin, HCT: hemotokrit, MCV: ortalama eritrosit hacmi, MCH: her bir kirmizt kan hiicresindeki ortalama
hemoglobin, MCHC: belli bir miktar kirmiz1 kan hiicresindeki hemoglobin yogunlugu, RDW: kirmiz1 kan hiicresi dagihm genisligi, PLT: trombosit ,
MPW: kandaki trombositlerin ortalama boyutu, PDW: trombosit dagilim genisligi, PCT: prokalsitonin, P<0.05, ¥*P<0.001 , #P<0.01

Lokosit sayist klinik pratikte inflamasyonun basit,
kolay ve ekonomik bir belitleyicisidir. Enfeksiyon ve
enflamasyonun bir belirteci olarak hizmet etmenin
yant stra, l6kosit sayimi, son zamanlarda, bazi
hastaliklarin yararh bir belitleyicisi haline gelmistir
(Ishizaka ve ark. 2004). Daha yiiksek 16kosit sayist bile
normal bir aralikta, kardiyovaskiiler hastahk (CVD),
tip 2 diyabet ve metabolik sendrom ile
iliskilendirilmektedir (Pei ve ark. 2015). Organizmanin
patojenlere karst korunmasindan sorumlu olan
l6kositler potansiyel olarak organizmaya giren ¢ok
saylda toksik maddeye de maruz kalmaktadir. Kanda
bulunan besin maddeleri, ilaglar ve toksik bilesikler
l6kositlerin yapt ve fonksiyonunda degisikliklere yol
acmaktadir (Yilmaz 2000).

Bu calismada; alkol verilen hayvanlarin 16kosit sayist
ve ylizde oranlarinda kontrol grubuna gére 6nemli bir
degisiklik olmadigl, 2,4-D verilen hayvanlarda ise
degerlerin 6nemli oranda yiksek oldugu bulundu.
Hem alkol hem de 24-D verilen hayvanlarda ise
l6kosit sayilarinin  kontrol grubundaki hayvanlarin
degerlerine yakin oldugu goézlendi. Calisgmada elde
edilen bulgular, 2,4-D’ye maruz kalan insanlar (Figgs
ve ark. 2000) ile herbisite maruz kalan baliklarda
(Gholami-Seyedkolaei ve ark. 2013) kan I6kosit
dizeylerinin artti@®1 yontndeki bildirimle uyumluydu.

Figgs ve ark. (2000) yaptiklart calismada, 2,4 D’ye
maruz kalan ve alkol tiiketen insanlardaki lenfosit
proliferasyon indeksinin, alkol
kullanmayanlarinkinden  6nemli dizeyde dustik
oldugunu gézlemlemislerdir. Bu c¢alismada alkol ve
2,4-D uygulamasi yapilan hayvanlardaki 16kosit say1 ve
tiplerinin, sadece 2,4-D verilen gruptakilerden 6nemli
dizeyde distik olmasi, Figgs ve ark. (2000)’nin
gozlemlerini  desteklemistir. ~ Calismada, 2,4-D
uygulamasina baglt olarak l6kositlerin genel sayisinin
yaninda, tim tip sayiarinda da artis oldugu gézlendi.
Dokuda metabolize edilmeden ya da birikmeden
viicuttan hizla temizlendigi ifade edilen (Saghir ve ark.
2013) 2,4-D’nin biyolojik fonksiyonu ile lokositler
arasindaki baglantt tam olarak bilinmemektedir.
Bununla bitlikte, toksik maddelerin kanda 16kosit
sayllarinin  artisina  yol actigt yonindeki bildirim
(Yilmaz 2000) dikkate alindiginda, bu calismada
gozlenen l6kosit sayist ve tiplerindeki artisin 2,4-D’nin
toksik Ozelligine bir cevap olarak gerceklestigi
sOylenebilir. 2,4-D’nin 16kosit sayisinda yol actg
artisin altinda yatan biyolojik mekanizmalar ile bu
mekanizmalarin  hastaliklarla  iliskisi  ve  alkol
kullantminin bu iliskideki roliinii agiklayacak daha
fazla arastirmaya ihtiya¢ bulunmaktadir.

Calismada; alkol tiiketiminin eritrosit sayisint azalttit
ve MCH duizeyini artirdigt bulundu. Anemi teshisi icin
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kullanilan géstergelerden hematokrit ve hemoglobin
diizeyleri ile eritrosit sayisindaki azalmanin; eritropoez
inhibisyonu, hemosentez ve hemopoietik organlarda
eritrosit yitkiminin artmasindan dolayt olabilecedi
dustntlebilir. Alkol aliskanligt olanlarda, eritrositlerde
hemoliz ve aneminin sik gézlendigi bildirilmektedir
(Potter 1991). Temel ve ark. (2002) yaptiklart
calismada, alkol tuketimi ile eritrosit katalaz aktivitesi
arasinda gi¢li bir iliskinin oldugunu ve alkol aliminin
eritrosit katalaz aktivitesini artirdigini bulmuglardr.
Bu bulgu, alkol tiketimine baglt olarak eritrositlerde
oksidatif stresin arttigini gOstermektedir. Nitekim
alkol kullanan insanlarda oksidatif stresin yol actigi
lipid  peroksidasyon  diizeylerinin  yiikseldigi
bildirilmektedir (Armutcu ve atk., 2003). Bu ¢alismada
alkol verilen sicanlarin kontrol grubundakilere gére
eritrosit sayisindaki azalma; etanoliin eritrositlere
dogrudan toksik etkisi (Tyulina ve ark. 2002), serbest
radikal Uretiminin artmast (Armutcu ve ark., 2003)
veya eritrosit Gretimi i¢in gerekli olan folik asidin alkol
kullantimindan kaynaklanan noksanligi (Salaspuro,
1986) nedeniyle olabilir. Calismada; alkol verilen
sicanlarda MCH diizeyinin 6nemli diizeyde artmast,
MCH'nin alkol alimi ile yiksek diizeyde korele oldugu
yoniindeki daha 6nceki bildirimi (Shaper ve ark. 1985)
desteklemektedir.

Herbisitlerin tipi, maruz kalma siiresi ve herbisit
formilasyonunda uygulanan yuzey aktif madde
bilesiklerindeki farkliliklara bagli olarak hayvanlarin
eritrosit saywsinda degisikliklere yol agabilecegi ileri
strilmektedir (Gholami-Seyedkolaei ve ark. 2013).
Nitekim, baliklarda yapilan ¢aligmalarda; herbisitlerin
eritrosit  sayisint, hematorit ylizde oranint  ve
hemoglobin miktarini azalttigi (Glusczak ve ark. 2006)
ya da tam tersi bu degetleri artirdigi (Modesto ve
Martinez 2010) bildirilmektedir. Biyolojik
membranlar, hiicte ve c¢evresi arasinda etkili bir
bariyer olmast nedeniyle hiicreye sizan zehirli
bilesiklerin istesinden gelmesi gereken ilk savunma
bélgesini olusturmaktadir. Herbisitlerin hiicre zarina
dahil olarak yapt ve islevini bozabilecekleri ileri
strilmektedir (Suwalsky ve ark.1996). Viicutta normal
metabolik reaksiyonlarin yan trlnleri olarak reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olusmakta ve pestisitlere maruz
kalmak bunlarin olusumunu hizlandirmaktadir (Nakbi
ve ark. 2010). Nitekim, 2,4-D uygulanan sicanlarda
eritrosit antioksidan enzim aktivitelerinin azaldigt ve
lipid peroksidasyon dizeylerinin arttigi gdsterilmistir
(Nakbi ve ark. 2010). Bununla birlikte, hiicresel
membranda meydana gelen degisiklikler sadece
lipitleri etkilemekle kalmaz ayni zamanda membran
proteinlerini de etkileyebilir. Nitekim, Duchnowicz ve
Koter (2002), herbisitlerin eritrosit membraninda yol
actig1 zararlara yonelik in vitro yaptiklart ¢alismada;
hemolizde bir artis gézlemisler ve bunun herbisitlerin
membran proteinlerine verdigi zarardan
kaynaklandigint ileri stirmislerdir. Bu calismada; 2,4-
D verilen sicanlardaki eritrosit sayist  kontrol

grubundakilere gére 6nemsiz dizeyde dusiik oldugu,
ancak alkol ve 2,4-D’nin birlikte verildigi sicanlarda
ise diger gruplardan Onemli diizeyde daha disik
oldugu gézlendi. Bu durum hem alkol hem de 2,4-D
uygulamasinin serbest radikal Gretimini artirarak
eritrositlerin zar dayanikliligini azaltmasi (Nakbi ve
ark. 2010) ya da 24-D’nin eritrosit membran
proteinlerine dogrudan etkisi (Duchnowicz ve Koter
2002)  nedeniyle  hemolize  yol  agmasindan
kaynaklanabilecegi sOylenebilir. Nitekim, daha 6nce
yapilan bir calismada (Nakbi ve ark. 2010), eritrosit
membranlarinin yag asidi bilesiminin 4 hafta boyunca
2,4-D maruz kalmastyla degisebilecegi
bildirilmektedir.

Alkol tiiketimi ile trombosit sayist arasindaki iliski
hakkinda bilgi olduk¢a sinirlidir. Daha 6nce yapilan
calismalarda; alkol kullaniminin trombosit
agregasyonunu  kisitladig  ve trombosit sayisinin
genellikle alkol kullanimina bagl bozuklugu olan
kisilerde azaldigr bildirilmektedir (Rubin ve Rand,
1994). Smith ve ark. (1992) kobaylara 4 hafta boyunca
ad libitum etanol (%2,5) uygulamasi yaptiklari
arastirmada, trombosit sayisinin %16 oraninda
azaldigint gézlemlemislerdir. Bu ¢alismada, alkol ve
2,4-D uygulamasinin her birisinin trombosit sayilarini
azaltig1 ve bu azalmayr birlikte kullanimlarinin ise
istatistiksel anlamda O6nemli olmayan ilave bir
digsmeye gotirdigi bulundu. Bu bulgunun, alkol
tiketimine baglt kan trombosit diizeyinin distigi
yoniindeki bildirimlerle (Smith ve ark. 1992, Rubin ve
Rand 1994) uyumlu oldugu gbzlendi. Bununla birlikte,
calismada; kandaki trombositlerin ortalama boyutu
(MPW), trombosit dagiim genisligi (PDW) ve
prokalsitonin (PCT) diizeyleri bakimindan gruplar
arasinda 6nemli bir farkliligin olmadigt saptandi.

Sonug olarak, calismada; 2,4-D'nin kanda 16kosit
sayistnt artirdi@ ancak eritrosit sayisini etkilemedigi,
alkol uygulamasinin eritrosit sayisiu disirdigi ve
alkolle birlikte 2,4-D uygulamasinin ise yalniz alkol
uygulamast yapilan hayvanlardakilere gére; kanda
eritrosit saysi, hemoglobin miktart ve hematokrit
diizeyi ile trombosit sayisini daha fazla dustrdigi
gozlenmistir. Bu bulgular, alkol kullanan kisilerin
herbisite maruz kalmalari halinde, alkol kullanimina
baglt sekillenen hematolojik degisikliklerin daha da
kotiye gidebilecegine ve oksijen tasima kapasitelerinin
olumsuz etkilenebilecegine isaret etmektedir.
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ABSTRACT

Posthodiplostomum Dubois, 1936 species have worldwide distribution. Metacercariae of P. cuticola that is common in Europe
causes “black spot” disease in freshwater fishes. A limited number of data on mitochondrial and ribosomal sequences of P.
cuticola are available in the GenBank. In addition, there is no sequencing data on trematodes belonging to genus of
Posthodiplostomum in Turkey. The aim of this study was to investigate the presence of Posthodiplostomum metacercariae in
freshwater chubs (Squalius cephalus) and to reveal the molecular characterization of mt-COI and ITS-2 gene regions of the
identified isolates. Posthodiplostomum metacercariae were detected in the gills of two (1.6%) out of 123 fish. The ITS-2 gene
sequences of the isolates (POSTC1-C2) (MN701652-3) found in this study showed 99.8-100% identity with P. cuticola
sequences isolated from skin, muscle and fins of different fish species in Czech Republic and Hungary. In addition, the mt-
COI gene sequences of the POSTC1-C2 isolates (MN700658-9) showed 99.1-98.9% identity with P. cuticola isolate (cercariae)
(KX931424) from Planorbis planorbis in Lithuanian. This study provides first molecular and phylogenetic characterization of P.
cuticola isolates found in chubs (Squalius cephalus) in Turkey.

Keywords: ITS-2 and mt-COI gene regions, Molecular charactetization, Posthodiplostomum cuticola, Squalins cephalus, Turkey.
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Thrkiye’de Tatli Su Kefali’nin (Squalius cephalus) Solungaglarini Enfekte Eden Posthodiplostomum
cuticola (von Nordmann, 1832) Dubois, 1936 (Trematoda: Diplostomidae) Metaserkerlerinin Ilk
Molekiiler Karakterizasyonu

(074

Posthodiplostomum Dubois, 1936 tirleri diinya genelinde oldukga yayginlik gostermekteditler. Avrupa’da yaygin olan P. cuticola
tirinin metaserkeri tatl su baliklarinda siyah nokta “black spot” hastaligina sebep olmaktadir. GenBank veri tabaninda P.
cuticola tirtne iliskin mitokondriyal ve ribozomal sekans kayd: stnurlidir. Diger yandan, Turkiye’de Posthodiplostomum cinsinde
yer alan trematodlarin sekans karakterizasyonuna dair herhangi bir veri bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, tatlt su kefallerinde
(Squalins cephalus) Posthodiplostonum metaserkerlerinin arastirilmast ve tespit edilen izolatlarin mt-COI ve ITS-2 gen boélgelerinin
molekiiler karakterizasyonlarinin  yapilmast amaglanmistir.  Incelenen 123 baliktan ikisinin (%1,6) solungaglarinda
Posthodiplostomum metaserkerleri saptanmigtir. Caligmada tespit ettigimiz izolatlarin (POSTC1-C2) (MN701652-3) ITS-2 gen
bélgesine ait nikleotid dizilimleri, Cek Cumhuriyeti ve Macaristan’da farkli balik tiirlerinin deri, kas ve ylzgeclerinden izole
edilen P. cuticola izolatlart ile %99,8-100 arasinda identiklik gostermistir. Yine POSTC1-C2 izolatlarinin (MN700658-9) mt-
COI gen bélgesine ait niikleotid dizilimleri, Litvanya’da Planorbis planorbis’te bulunan P. cuticola izolati (serker) (KX931424) ile
%99,1-98,9 oraninda identik bulunmustur. Bu c¢alisma ile Turkiye’de ilk kez tatlt su kefalinde (Squalius cephalns) bulunan P.
cuticola izolatlarinin molekdiler ve filogenetik karakterizasyonlart ortaya konulmustut.

Anahtar Kelimeler: ITS-2 ve mt-COI gen bélgeleri, Molekiiler karakterizasyon, Posthodiplostomum cuticola, Squalius cephalus,
Tirkiye.
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GIRIS

Posthodiplostomum Dubois, 19306 cinsinde yer alan tiirler
dinya genelinde oldukga yayginlik géstermektedirler
(Niewiadomska ~ 2002).  Yasam  dongilerinde
salyangozlar (birinci ara konak), baliklar (ikinci ara
konak) ve balikla beslenen kuslar (son konak) olmak
tzere u¢ konak bulunmaktadir (Donges 1964).
Posthodiplostomum sp. ile enfekte baliklarda gelisme
geriligi ve agirlik kaybi gézlenmekle birlikte, olusan
lezyonlara baglt olarak, baliklarin  pazar kalitesi
diusmektedir (Lane ve Motris 2000). Bunun yant sira
metaserkerlerle enfekte baliklar son konak olan
kuslara daha kolay yem olabilmektedir (Ondrackova
ve ark. 2000).

Avrupa’da cesitli balik tlrlerinde P. euticola (von
Nordmann 1832) Dubois, 1936 ve P. brevicaudatum
(von Nordmann 1832) Dubois, 1936 olmak tizere iki
tir tanimlanmis ve yalnizca bu iki tiiriin varhgr kabul
ediliyorken, son yillarda yapilan molekiler tabanli
calismalarda daha ¢ok Kuzey Amerika’da yayginlik
gosteren P. minimmm (McCallum 1921) Dubois, 1936
ve P. centrarchi Hoffman, 1958 tiirlerinin de Avrupa’da
farkli konak tiirlerinde varligt ortaya cikarilmistir
(Kvach ve ark. 2017, Stoyanov ve ark. 2017).
Molekdler veriler Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya
gibi farklt cografyalarda dogal enfekte konaklardan
izole edilen trematod turlerinin dogru bir sekilde tir
identifikasyonlarinin yapilmasinda, gelisim dénemleri
arasindaki iligkilerin kurulmasinda ve doku/konak
spesifitelerinin belirlenmesinde stklikla kullanilmistir
(Moszczynska ve ark. 2009, Locke ve ark. 2010,
Nguyen ve ark. 2012, Stoyanov ve ark. 2017, Kvach
ve ark. 2017, Loépez-Hernandez ve ark. 2018,
Hoogendoorn ve ark. 2019). Bunun yani sira
molekiler  tabanli  ¢alismalar  kriptik  tiirlerin
tamimlanmasini, trematod ¢esitliliginin belirlenmesini
ve yasam doOngilerinin daha iyi anlasilmasint da
saglamistir (Poulin 2011).

Avrupa’da yayginlk gosteren P. cuticola tirinin
metaserkerleri Tiirkiye’de Eber ve Sapanca Géli'nden
yakalanan  sazan  (Cyprinus  carpio)  baliklarinda
morfolojik olarak tespit edilmistit (Oztiirk 2005,
Uzunay ve Soylu 2006). Bunun disinda Agag
Kizilirmak Deltasindan yakalanan Neogobius fluviatilis
ve Proterorhinus marmoratus balik tirlerinde morfolojik
olarak Posthodiplostomum sp. rapor edilmistir (Giiven ve
Oztiirk 2018). Ancak, bugiine kadar Tiirkiye'de
Posthodiplostomum cinsinde yer alan trematodlar Gzerine
molekiiler tabanlh arastirmalarin yapilmadigr dikkati
cekmistir. Guntimuiizde Posthodiplostomum cinsinde yer
alan trematodlarin tir teshislerinin dogru bir sekilde
yapilabilmesi i¢cin mt-COI ve ITS gen bolgelerinin
PCR ve seckans analizleri siklikla kullandmaktadir
(Stoyanov ve ark. 2017, Boone ve ark. 2018, Lopez-
Hernandez ve ark. 2018, Hoogendoorn ve ark. 2019).
Bu calismada, tatlh su kefalinde (Squalins cephalus)
bulunan Posthodiplostomum izolatlarinin mt-COI ve

ITS-2 gen boélgelerinin sekans analizleri yapilarak
Turkiye’deki ilgili parazit nesilleri icin ilk molekiler
karakterizasyon verileri ortaya cikarilmustir.

MATERYAL ve METOT

Orneklerin
Incelemeler
Kasim 2016 ve Kasim 2018 tarihleri arasinda I¢
Anadolu Bélgesi, Kayseri li’'ndeki yerel balikcilardan
satin alinarak uygun tasima kosullarinda Erciyes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Su Uriinleri ve
Hastaliklar1 Laboratuvarina getirilen toplam 123 adet
tatlh su kefali (Squalins cephalus) parazitolojik acidan
incelenmistir. Baliklarin viicut ylzeyleri, ylzgegleti ve
solungaclart  stereo mikroskop (Olympus SZX10
Tokyo, Japan) altinda dikkatlice incelendikten sonra
nekropsileri gerceklestirilmistir. Tim baliklarin karin
bosluklari, i¢ organlart ve kas dokulart ayrr ayr
metaserker varlifi agisindan muayene edilmistir. Siyah
gbrinimli kistlere yalnizca solungaclarda
rastlanmistir.  Solungaglardan  toplanan  kistler
fizyolojik tuzlu su igerisinde doku artiklarindan
temizlendikten =~ sonra  molekiler  analizlerde
kullanilmak tzere %70’lik alkol icerisinde +4°C’de
saklanmistir.

Toplanmast  ve  Parazitolojik

Metaserkerlerden Genomik DNA Izolasyonu,
ITS-2 ve mt-COI Gen Bolgelerinin
Amplifikasyonu

Alkolii uzaklagtirlan metaserkerlerin genomik DNA
(eDNA)  ckstraksiyonlart  ticari kit (Gene]ET
Genomic DNA Purification Kit, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) kullanilarak gerceklestirilmis ve
elde edilen gDNA’lar -20°C’de saklanmustr.

Orneklerden izole edilmis olan gDNA ekstraktlari,
metaserkerlerin ITS-2 ve mt-COI gen bolgelerini
amplifiye eden OPHET_Fwd/OPHET_Rev (Skov
ve ark. 2009) ve DicelF/Dicel1R (Van Steenkiste ve
ark. 2015) primerleri ile PCR analizlerine tabii
tutulmugstur. PCR reaksiyon karistmi 25 pl final
konsantrasyonda; 12,5 ul ticari master mix (Maxima
Hot Start PCR Master Mix, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA), 0,5 pM her bir primer ve 10-50
ng ¢DNA icerecek sekilde hazirlanmistur. PCR
cihazinda (Applied Biosystems, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) protokoller; mt-COI gen bélgesi
icin Van Steenkiste ve ark. (2015)’a gbre ayarlanmus,
ITS-2 gen bolgesi icin ise 95°C’de 4 dk; 30 siklus,
denattrasyon: 95°C’de 30 sn, baglanma: 52°C’de
30sn, uzama: 72°C’de 1 dk ve final uzama: 72°C’de 10
dk olacak sekilde belirlenmigtir. Amplifikasyon
sonunda elde edilen PCR drinleri (10 pul)
SafeViewIM  (Applied  Biological = Materials
Richmond, BC, Canada) ile boyanarak %1,5 ’luk
agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmus, jel
gorintilemeleri ve analizleri Quantum CX5 jel
dokiimantasyon sisteminde (Vilber Lourmat, France)
gerceklestirilmistir.
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DNA Dizi (Sekans) ve Filogenetik Analizleri
Ticari kit (High Pure PCR Product Purification Kit,
Roche, Germany) kullanilarak jelden purifiye edilen
her bir gen bélgesine ait PCR turtnler, ilgili forward
ve reverse primertleri ile ¢ift yonli olarak
sekanslanmistir (Macrogen, Amsterdam). Izolatlarin
elde edilen cift yonlit DNA dizilerinin kromotogram
kalite skorlar1 dikkate alinarak Geneious 11.0.2
yaziliminda forward ve reverse dizilimleri birlestirilmis
ve metaserketlere ait final dizilimler elde edilmistir
(Kearse ve ark. 2012). Final dizilimlerinin Geneious
11.0.2  yazimi tzerinden BLASTn  analizleri
gerceklestirilerek metaserkerlerin tlir identifikasyonlari
yapilmistir  (Kearse ve ark. 2012). Daha sonra
GenBank’a, farkli cografik bolgelerden kaydedilmis
Posthodiplostomum titleri ve yakin cinsler icerisinde yer
alan bazt izolatlar secilerek, her iki gen bolgesi icin
veri setleri olusturulmus ve Geneious 11.0.2
yaziliminda ¢oklu hizalamalart yapilmistir (Kearse ve
ark. 2012). MEGA 7.0 genetik yazilimi tzerinden
Kimura two-parameter modeli kullanilarak tir ici ve
arast nikleotid farkliliklart (%) belirlenmistir (Kimura
1980, Kumar ve ark. 2010).

Filogenetik iligkilerin  belitflenmesinde, Geneious
11.0.2  yazihm programinda JC+G (ITS-2) ve
GTR+G (mt-COI) modellerini temel alan Bayesian
(BA) [MrBayes version 3.2.6 (Huelsenbeck ve
Ronquist 2001)] analizi uygulanmistir (Kearse ve ark.
2012). Sekans evrimi icin en uygun DNA modelleri
Akaine Information Criterion (AIC) kriterlerine gére
MEGA 7.0 genetik yaziliminda belirlenmistir (Kumar
ve ark. 2016).

Tylodelphys mashonensis [KC685363 (ITS); KR863382
(mt-COD)] her iki filogenetik agacta dis dal olarak
kullanilmustir. Karakterizasyonu saglanan P. cuticola
izolatlarinin  (POSTC1-C2) ITS-2 ve mt-COl gen
bélgelerine ait DNA dizileri (ITS-2; MN701652-3 ve
mt-COL;  MN700658-9)  erisim  numaralariyla
GenBank veri tabanina kaydedilmistir.

BULGULAR

Incelenen 123 baliktan ikisinin (%1,6) solungaglarinda
birer adet olmak tUzere Posthodiplostomum  sp.
metaserkeri bulunmugtur. Kistler stereo mikroskop
alunda dikkatlice patlatilarak metaserkerlerin serbest
kalmast saglanmustir. Serbest kalan metaserketlerin
viicut yapilarinin  deforme oldugu gorilmis  ve
morfolojik yapilari goriintilenememistir. Izolatlarin
ITS-2 ve mt-COI gen bolgelerine ait sekanslar
basariyla elde edilmistir. Metaserkerlerin her iki gen
bélgesine ait sekanslart, BLASTn analizine gbre P.
cuticola olarak identifiye edilmis ve POSTC1-C2 izolat
isimleriyle GenBank veri tabanina kaydedilmistir.

POSTC1-C2 izolatlarinin I'TS-2 gen bélgesinin sekans
analizleri sonucunda 444bp uzunlugunda DNA dizisi

elde edilmigtir. ITS-2 gen bolgesine ait veri seti
olusturulurken ¢oklu hizalamalari yapilan izolatlarin
dizi uzunluklart 444bp olarak dizenlenmistir.
Calismada  karakterize edilen izolatlarin  ITS-2
ntkleotid dizilimleri arasindaki tiir ici genetik farklilik
saptanmamustir. ITS-2 gen bolgesine gore calismada
bulunan izolatlar, Cek Cumbhuriyetinde Lewnciscus
cephalus ve Blicca bjoerkna dan, Macaristan’da _Abramis
brama, ~ Rutilus  rutilus, B. bjoerkna ve  Scardinius
erythrophthalmus’tan rapor edilen P. cuticola (ME171014-
16; MN080286,89-92) izolatlart ile %100 identiklik
gosterirken, yine Macaristan’da A. brama’dan bildirilen
P. cuticola (MNO080287) izolatt ile %0,2 niikleotid
farkliligr géstermistir. ITS-2 veri setine dahil edilen ve
farkli cografik bolgelerden GenBank’a kayitlart
gerceklestirilmis P. nanum, P. of. minumum, P. centrarchi
ve P. brevicandatum titleriyle POSTC1-C2 izolatlar
arasindaki nikleotid farkliliklari sirasiyla %04,2-6,7;
%7,1-7,7; %4,8-6,4; %3,7 araliginda belirlenmistir.
Bunun yant sira yine GenBank’a Posthodiplostomum sp.
olarak kaydedilmis izolatlar ile bu ¢alismadaki izolatlar
arasitnda  %4,8-8  nikleotid  farkliligi  oldugu
gorilmustir.

POSTC1-C2 izolatlarinin mt-COIl gen bélgesinin
sckans analizleri sonucunda 577bp uzunlugunda
DNA dizisi elde edilmistir. Mt-COI gen bolgesine ait
veri seti olusturulurken ¢oklu hizalamalari yapilan
izolatlarin  dizi  uzunluklart  352bp  olarak
dizenlenmistir.  Calismada  karakterize  edilen
izolatlarin mt-COI niikleotid dizilimleri arasindaki tir
ici genetik farkliiklari %0,3 olarak belirlenmistir.
POSTC1-C2 izolatlarinin mt-COI gen bélgesine ait
ntkleotid dizilimleri, BLASTn analizlerine gore,
Litvanya’da Planorbis planorbiste bulunan KX931424
erisim numarali izolatla (serker) %98,9-99,1 oraninda
identik bulunmustur. Mt-COI veri setine dahil edilen
ve farkli cografik bélgelerden GenBank’a kayitlari
gerceklestirilmis P nanum, P. centrarchi ve P.
brevicandatum  titleriyle  POSTC1-C2  izolatlan
arasindaki niikleotid farkliliklart sirasiyla %19; %22-
22.4; %?25,5-26,3 araliginda belirlenmistir. Bunun yant
stra vine GenBank’a Posthodiplostomum sp. dizeyinde
kayitlar1  gerceklestirilmis izolatlar ile POSTC1-C2
izolatlart arasinda %016,7-25 niikleotid farklilii oldugu
gorilmistir. Mt-COI gen bolgesinin  DNA  dizi
analizlerine gore Posthodiplostomum titleri arasindaki
ntkleotid farkliligin ITS-2’ye gbre oldukga yiiksek
oldugu belirlenmistir.

Her iki gen bélgesine ait filogenetik agacta iki ana
cluster (dal) olusmustur. Posthodiplostommum  cuticola
izolatlar1  kendi  aralarinda  gruplanarak  diger
Posthodiplostomum ~ tirlerinden  farkli  bir  clusterda
(dalda) yer almistir (Sekil. 1 ve 2).
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r POSTC1

- POSTC2

- MF171014, P. cuticola, Blicca bjoerkna, Czech Republic
- MNO080285, P. cuticola, Abramis brama, Hungary

099 MN080286, P. cuticola, Abramis brama, Hungary

— MNO080287, P. cuticola, Abramis brama, Hungary

- MNO080289, P. cuticola, Rutilus rutilus, Hungary

- MNO080290, P. cuticola, Blicca bjoerkna, Hungary

- MNO080291, P. cuticola, Scardinius erythrophthalmus, Hungary
~ MNO080292, P. cuticola, Scardinius erythrophthalmus, Hungary

088 KX931428, P. brevicaudatum, Perca fluviatilis, Czech republic

_[ KX931432, P. brevicaudatum, Gasterosteus aculeatus, Bulgaria
—— MH358392, P. nanum, Gundlachia ticaga, Brazil
1~ MH358393, P. nanum, Poecilia reticulata, Brazil

—— HMO064958, Posthodiplostomum sp., Lepomis gibbosus, Canada

'— MK604881, Posthodiplostomum sp., Tilapia sparrmanii, South Africa

0.99

- MF171010, P. cf. minimum, Lepomis gibbosus, Czech Republic
0.98 - MF171020, P. cf. minimum, Lepomis gibbosus, Portugal

1[ MF171023, P. cf. minimum, Micropterus salmoides, Portugal
HMO064962, Posthodiplostomum sp., Micropterus salmoides, Canada
— KX931441, P. centrarchi, Lepomis gibbosus, Bulgaria

0.84 - KX931442, P. centrarchi, Lepomis gibbosus, Slovakia

- MN080282, P. centrarchi, Lepomis gibbosus, Hungary

HMO064960, Mesoophorodiplostomum pricei, Morone americana, Canada
0.89[ HMO064935, Ornithodiplostomum sp., Percina caprodes, Canada
1 KX931443, O. scardinii, Scardinius erythrophthalmus, Czech Republic

083 KY951727, Ornithodiplostomum sp., Canada

FJ469595, Ornithodiplostomum sp., Notemigonus crysoleucas, Canada

KC685363, Tylodelphys mashonensis

0.03

Sekil 1. Posthodiplostomum titlerinin ITS-2 gen bolgesine gbre filogenetik iliskileri. Tylodelphys
mashonensis (IKC685363) dis dal olarak kullandmugstir. Veri setine dahil edilen izolatlar GenBank
erisim numaralari, tiir ismi, konak ve iilkeleti ile verilmistir. Calismada bulunan izolatlar (POSTC1-
C2) kirmizt karakterde gosterilmistir. Olgek ¢izgisi %00,03 farkliligr gdstermektedir.

Figure 1. Phylogenetic relationships among Posthodiplostomum species based on ITS-2 gene.
Tylodelphys mashonensis (KC685363) was used as an out group. Isolates that is included in data sets
were given with GenBank accession numbers, species names, hosts, and countries. The isolates
(POSTC1-2) found in this study were shown with red character. Scale bar represents 0.03%
substitutions per nucleotide position.
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POSTC1

! POSTC2

0.97

KR863382, Tylodelphys mashonensis

0.2

FJ477220, M. pricei, Canada
1[ FJ477215, Posthodiplostomum sp., Canada
[ HMO064791, Posthodiplostomum sp., Ambloplites rupestris, Canada

MG873357, Posthodiplostomum sp., Centrarchids, ABD

KX931424, P. cutiocola, Planorbis planorbis, Lithuania
KX931421, P. centrarchi, Lepomis gibbosus, Bulgaria
KX931422, P. centrachi, Ardea cinerea, Spain
KX931423, P. centrachi, Lepomis gibbosus, Slovakia
MH581290, P. centrarchi, Canada
HMO064814, Posthodiplostomum sp., Lepomis gibbosus, Canada
1 FJ477219, Posthodiplostomum sp., Canada
HM064857, Posthodiplostomum sp., Lepomis gibbosus, Canada
KX931425, O. scardinii, Scardinius erythrophthalmus, Czech Republic
0.99[ FJ477208, Ornithodiplostomum sp., Canada
HMO064738, Ornithodiplostomum sp., Perca flavescens, Canada
0.99] KX931418, P. brevicaudatum, Perca fluviatilis, Czech Republic
1 KX931419, P. brevicaudatum, Perca fluviatilis, Czech Republic
KX931420, P. brevicaudatum, Gasterosteus aculeatus, Bulgaria
MH355582, P. nanum, Gundlachia ticaga, Brazil

HMO064865, Posthodiplostomum sp., Perca flavescens, Canada

0.66[ HMO064876, Posthodiplostomum sp., Micropterus salmoides, Canada
1 [ MG873437, Posthodiplostomum sp., Centrarchids, ABD
MGB873416, Posthodiplostomum sp., Centrarchids, ABD

[ HMO064862, Mesoophorodiplostomum pricei, Larus delawarensis, Canada

Sekil 2. Posthodiplostomum titlerinin mt-COIL gen bdlgesine gore filogenetik iliskileri. Tylodelphys
mashonensis (IKR863382) dis dal olarak kullamilmustir. Veri setine dahil edilen izolatlar GenBank
erisim numaralart, tiir ismi, konak ve tlkeleri ile verilmistir. Calismada bulunan izolatlar (POSTC1-
C2) kirmizi karakterde gésterilmistir. Olgek cizgisi %00,2 farkliligr géstermektedir.

Figure 2. Phylogenetic relationships among Posthodiplostomum species based on mt-COI gene.
Tylodelphys mashonensis (KR863382) was used as an out group. Isolates that is included in data sets
were given with GenBank accession numbers, species names, hosts, and countries. The isolates
(POSTC1-2) found in this study were shown with red character. Scale bar represents 0.2%

substitutions per nucleotide position.

TARTISMA

Avrupa’da yayginlik gosteren P. cuticola tirtiniin
metaserkerleri ikinci ara konak baliklarda deri, kas ve
yuzge¢ gibi farkli dokulara yerleserek melanosit
birikimine baglt olarak siyah nokta (“black spot”)
hastaligina sebep olmaktadirlar (Donges 1964).
Bugiine kadar Tirkiye’de, bu parazit tird ile ilgili
yalnizca Asagl Kizilirmak Deltast ile Eber ve Sapanca
Gollerinden yakalanan birkag farklt balik tiirunde (dert
ve  yizgecler)  morfolojik  dizeyde  veriler
bulunmaktadir. (Oztiirk 2005, Uzunay ve Soylu 20006,
Giiven ve Oztiitk 2018).  Posthodjplostomum  enticola
tirine iliskin GenBank veri tabaninda sinirlt sayida
sekans kaydi bulunmakla bitlikte, Tirkiye’den

Posthodiplostomum cinsinde yer alan trematodlara ait
molekiler tabanli herhangi bir veri bulunmamaktadir.
Bu ¢alisma ile tath su kefalinde (Sqwualins cephalus)
tespit edilen P. euticola izolatlarinin (POSTC1-C2)
Tirkiye’de ilk kez mt-COI ve ITS-2 gen bolgelerinin
sekans analizleri yapilarak molekuler
karakterizasyonlart saglanmis ve GenBank kayitlar
gerceklestirilmistir.

Bu calismada, baliklarin  solungaglarinda bulunan
izolatlar, ITS-2 gen bélgesinin analizlerine gére Cek
Cumhuriyetinde ve Macaristan’da  farklt  balik
tirlerinin deri, kas ve ylizgeclerinden izole edilen P.
cuticola (MF171014-16; MN080286,87,89-92) izolatlart
ile %99,8-100 arasinda identiklik gbstermistir. Veri
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setine dahil edilen Posthodiplostomum izolatlarinin tir ici
genetik farkliliklart %0,0-0,5 iken, tiirler arast farklilik
%1,2-7,7 olarak belitlenmistir. GenBank’a
Posthodiplostomum sp. olarak kayitlar1 gerceklestirilmis
izolatlar ile POSTC1-C2 izolatlar1 arasinda %04,8-8
niikleotid farkliligt oldugu gorilmustir. Calismada
karakterize edilen izolatlarin mt-COI niikleotid
dizilimleri arasindaki tiir ici genetik farkliliklart %0,3
olarak belitlenmistir. POSTC1-C2 izolatlarinin mt-
COI gen Dbolgesine ait niikleotid — dizilimleri
Litvanya’da P. planorbiste bulunan P. cuticola izolatt
(serker) ile (KX931424) %0,9-1,1 niikleotid farkliligs
gOstermistir. Stoyanov ve ark. (2017)’min da belirttigi
gibi bu calismada da mt-COI gen bdlgesine gore
Posthodiplostomum  tirlerinde tir i¢i genetik farklilik
(%0,0-1,7) turler arast farkliliktan (%16,5-26,3)
oldukea dusik bulunmustur. Bu durum mt-COI gen
bolgesinin  Posthodiplostomum  titlerinin  ayriminda
kullanish bir belirte¢ oldugunu géstermektedir. Yine
aynt ¢alismanin (Stoyanov ve ark. 2017) sonuclarina
benzer sekilde mt-COI gen bolgesinin DNA  dizi
analizlerine goére Posthodiplostomum titleri arasindaki
nikleotid farkliligin ITS-2’ye gbre oldukea yiiksek
oldugu gorilmustir. Calismamizda her iki gen
bolgesine ait filogenetik agacta parazit turleri iki ana
dalda yer almistir. Posthodiplostomum cuticola izolatlari,
cesitli aragtirmalardaki (Kvach ve ark. 2017, Lopez-
Hernandez ve ark. 2018, Hoogendoorn ve ark. 2019)
filogenetik  yapilanmaya  benzer seckilde kendi
aralarinda monofiletik olarak gruplanarak, diger
tirlerden farkhh bir dalda yer almis ve bu tirin
Posthodiplostomunun evrimsel stirecinde ve
taksonomisinde olduk¢a 6nemli bir yere sahip oldugu
dikkati cekmistir. Bazi calismalarda da belirtildigi gibi
(Lopez-Hernandez ve ark. 2018, Hoogendoorn ve
ark. 2019), GenBank veri tabaninda Posthodiplostonum
sp. olarak kayith bir izolat (HM064962), P. ¢f.
minumup,  P.  centrarchi  izolatlart  ile  %0,0-0,8,
Mesoophorodiplostomum ~ pricei  izolatt ile ise  %0,8
niikleotid farkliligs gbstermis olup, ITS-2 filogenetik
agacinda s6z konusu izolatlar ile ayni grupta yer aldigt
gorilmistir (posterior olasilik 0,74). Dolayistyla, ITS
filogenesi dikkate alindiginda, Posthodiplostomum ~ve
Mesoophorodiplostomuniun sinonim olarak
adlandirilabilecegi belirtilmistir (Lépez-Hernandez ve
ark.  2018). Yine GenBank veri tabaninda
Posthodiplostommum ~ sp. olarak kayith bazi izolatlar
(FJ477219; HMO64857) Omnithodiplostomum sp. ve O.
scardinii izolatlart (FJ477208; HM06473; KX931425)
ile %16,7-22,4 nikleotid farklihg1 gdstererek, mt-COI
filogenetik agacinda s6z konusu izolatlar ile aym
grupta yer almustir (posterior olasilik 0,68). Filogenetik
analizler 1s13inda Posthodiplostomum cinsinde yer alan
tirler ile diger yakin cinslerde bulunan trematodlar
arasindaki filogenetik iliskiler daha detayli bir sekilde
arastirtlarak  tir ici ve tirler arast ntkleotid
farkldiklarin  kabul edilebilir araliginin  belirlenmesi
gerektigi  kanisina  varlmustir.  Nitekim — Lopez-
Hernandez ve ark. (2018) daha 6nce GenBank veri
tabanina Posthodiplostomum olarak kayitlart yapilmis

olan bazt izolatlarin hatali olabilecegini, yine bu cins
icerisinde ya da Mesoophorodiplostommum cinsi igerisinde
yer alan bazt izolatlarin tekrardan tanimlanmasi
gerektigini vurgulamaktadirlar.

Sonug olarak, bu calisma ile P. euticola izolatlarinin
Turkiye’de ik kez molekiler ve filogenetik
karakterizasyonlat1 ortaya konulmustur. Tirkiye’de
Posthodiplostommum tirlerinin tiir ve genetik cesitliliginin,
birinci ara konak ve son konaklarinin ve bu
konaklardaki dagilimlarinin  belitflenmesi icin daha
genis bir cografyada molekiler ve morfolojik

yontemlerin  birlikte  kullaniddigt  caligmalarin
yurttilmesi gerekmektedir.
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ABSTRACT

Foodborne bacterial diseases still occur as a result of improper handling practices by foodhandlers. The aim of
this study was to evaluate food safety knowledge of food handlers’ and to determine the presence of indicator
bacteria on food handlers’ hands in canteens and cafes in Erciyes University Campus, Kayseri. Total of 23 food
handlers’ were interviewed and their hands were sampled to determine the contamination. Food handlers'
knowledge were evaluated by questionnaires and checklists. Conventional methods were followed for
microbiological analyses. The presence of total coliforms, E. coli, Enterobacteriaceae and S. aurens were analyzed.
Results indicated that coliforms were present in 73,91% of food handlers’ hands, compared to the literature
suggesting a target value of <2,5 cfu/cm? 40,47% exceeded the limit. E. coli, Enterobacteriaceae and S.aureus wete
present in 56,52%, 82,6 % and 82,6 % of handlers” hands respectively. Food safety knowledge evaluation received
high scores with mean score of 72,17%. In spite of the high scores on food safety knowledge, high numbers of
hand samples were found to be contaminated with pathogens. It is needed to revise the current training model of
food handlers’, to ensure sustained training, to track the effectiveness of training and to carry out stringent
surveillance programs at point of food sale.

Keywords: Erciyes University, Food handler, Food safety knowledge, Indicator bacteria, Canteens
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Erciyes Universitesi Kampiisiindeki Kantin Calisanlarinin E1 Hijyen Durumlarinin Degerlendirilmesi

(074

Gida kaynakli bakteriyel hastaliklarin biiyitk bir ¢ogunlugunun gida ¢alisanlarinin yanls uygulamalarindan
kaynaklandig1 bilinmektedir. Bu calismanin amact Erciyes Universitesi kampiisiinde bulunan kantinlerde calisan
personel ellerinde indikatér bakteri vathgmnin belitlenmesi ve personelin  gida giivenligi  bilgilerinin
degerlendirilmesidir. Bu amagla toplam 23 kantinde gida ile temast olan calisanlarla gériisme yapilmis ve
parmaklari  6rneklenmistir.  Gida giivenligi  bilgileri; belitlenen anket sorulari ve kontrol listeleriyle
degerlendirilmistir. Mikrobiyolojik analizler, konvansiyonel yontemlerle yapilmis, el 6rnekleri Staphylococcus anrens
(8. awerns), Enterobacteriaceae, total koliform ve Escherichia coli (E. coli) acisindan incelenmistir. Elde edilen
sonuglara gore, calisan ellerinden alinan 6rneklerin = %73,91’inde koliform grubu belitlenirken, bunlardan
%40,47’sinin literattirlerde belitlenen hedef degetlerin (<2.5 kob/cm?) tizerinde koliform icerigi belitlenmistir. E.
coli, Enterobacteriaceae ve S. auerus ise incelenen Orneklerin sirastyla %56,52 ve %82,6 ve % 82,6’sinda
belirlenmistir. Gida glivenligi bilgi degetlendirme skoru genel olarak yiiksek olmakla birlikte ortalama %72,17’lik
bir deger elde edilmistir. Sonug olarak ¢alisanlarin gida giivenligi bilgi degerlendirme sonuglari yiiksek skorlar
ortaya koymus olmasina karsin, el 6rneklerindeki patojen kontaminasyon ylizdeleri yiiksek bulunmustur. Gida
calisanlarina yonelik mevcut egitim modelinin revize edilerek etkin bir sekilde uygulanmasi, sirekliliginin
saglanmasi, egitim etkinliginin denetlenmesi ve gida satis yerlerinde kati ve siirekli kontrol programlarinin
uygulanmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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GIRIS

Gida calisanlart arasinda gériinen bireysel hijyen
yetersizligi, gida kaynakli hastaliklarin olusumunda rol
oynayan en Onemli faktorlerden biri olarak
gorilmektedir (Collins 2001, Cogan ve ark. 2002).
Cogu ilkede gida isleme ve hijyen standartlarinin
gelismesine, gida  calisanlarinin  egitimlerinin
desteklenmesine ve tiiketici farkindaliginin artmasina
karsin gida kaynakli hastaliklar halen halk sagligi
agisindan  Onemli  bir problem olarak varligini
strdirmektedir (Dominguez ve ark. 2002).

Avrupa’nin  gida glivenligi otoritesi (EFSA 2010)
2008 yilinda Avrupa Birligi'nde rapor edilen toplam
5332 gda zehirlenmesi vakasiun 45.622  kisiyi
etkiledigini 6230 kisinin hastanede tedavi altina
alindig, 32 kiginin ise Olimine yol actg
belirtmektedir. Gida  zchirlenmesine yol agan
kontaminasyonlarin  baslica nedenlerinin, gida
hazirlanmasi esnasinda personel kaynaklt yetersiz 1sil
islem uygulamalari, kontamine islenmemis katk:
maddesi kullanimi, uygun olmayan gida muhafaza
yontemlerinin -~ kullanimi, yanlis  1st-zaman
uygulamalari ve gida isleme/hazirlama personelindeki
enfeksiyonlar oldugu belirtilmektedir (Taylor ve ark.
2000, Angelillo ve ark. 2000, Rippel 2002, Yapp ve
ark. 2006). Bu faktorler temelde gida calisanlarinin
gida hijyeni bilgi ve uygulamalari konusunda
yetersizligine dolayisiyla gida giivenligi konusunda
insan kaynakli risklere isaret etmektedir.

Avrupa Birligi'nin 852/ 2004 no’lu regtlasyonuna
gore gida calisanlarinin  gida hijyeni konusunda
egitilmeleri yasal bir gereklilik olup, gida ile temasta
olan personelin  yaptiklari ise gére gida hijyeni
alaninda egitilmeleri ve denetlenmeleri teminat altina
alinmistir. Bununla birlikte son zamanlarda Ingiltere,
Irlanda, Portekiz, Slovenya ve Tiirkiye'de yapilan
calismalar gida calisanlariin  hijyen  bilgi  ve
uygulamalarinin  iyilestirilmesi gerektigini  ortaya
koymaktadir (Walker ve ark. 2003, Bas ve ark. 2006,
Bolton ve ark. 2008, Jevsnik ve ark. 2008, Toku¢ ve
ark. 2009, Gomes-Neves ve ark. 2011).

Kigcik ve orta 6lgekli isletmelerde Onerilen egitim
programlarinin yeterince etkili olamamasinda bir ¢ok
neden siralanabilmekle bitlikte 6zellikle personelin
egitim seviyesinin disiik olmasi (Cakiroglu ve Ugar
2008), surekli is degistirme (Burch ve Sawyer 1991)
mevsimsel iscilik (Travis 1986) ve disik maas ve
stati dolayistyla yasanan motivasyon eksikligi 6n
siralarda yer almaktadir (Rennie 1994).

Bu calismanin  amaci, Brciyes  Universitesi
kamptsiinde yer alan kantinlerde gida hazirlamada
gorevli  calisanlarin  gida  glivenligi  bilgi  ve
uygulamalarint ve el hijyen  durumlarini

degerlendirmektir. Elde edilen sonugclar
dogrultusunda, gida ¢alisanlarinin  gida  giivenligi
konusunda egitilmeleri ve gereken 6nlemlerin alinmasi
yolunda adimlar atilmasinin gerekli olup olmadig
ortaya konulmustur.

MATERYAL ve METOT

Erciyes Universitesi kantinlerinde gida hazirlamada
calisan personelin her iki eline ait, bagparmak ve isaret
parmagini  6rneklemek igin selektif agar iceren
RODAC petrileri  kullanildi.  El ~ drneklemeleri,
onceden haber verilmeden gidilen isletmelerde
herhangi bir el yikama yapilmadan, caliganlarin
eldivensiz olarak direkt olarak ellerinden ve is mesaisi
esnasinda (10:00-14:00) yapidi. Bu amagcla isaret
parmagi icin 5. aurens izolasyonunda kullanilan Baird-
Parker Agar (Oxoid CM 0275) iceren RODAC
petrileri kullanildi. S6z konusu petrilerde etrafi beyaz
haleli siyah koloniler tipik S. awuress kolonileri olarak
degerlendirildi ve koloniler koagulaz test (Oxoid,
Staphytect test kit) ile dogrulandi. Calisanlarin
bagparmaklarinda, total koliform, E. /i ve
Enterobacteriaceae familyasina ait bakteri tirlerini
tespit etmek amaciyla Chromocult coliform Agar
(Merck 1.10426) iceren RODAC petrileri kullanildi
(Lues ve Van Tonder 2007). Inkubasyon sonucunda
tipik somon-kirmizt renk koloniler koliform grubu
bakteri, koyu mavi-mor menekse renginde olanlar E.
coli ve renksiz koloniler ise FEnterobacteriaceae
familyasina ait olarak degerlendirildi (Blood ve Curtis
1995, De Boer 1998).

Calismada kullanilan referans degerler; Koliform ve
E.coli icin sirastyla Moore ve Griffith (2002) ve
Legnani ve ark. (2004) tarafindan kullanilmis olan
degerlerdir.

Calisma kapsaminda analiz edilecek
mikroorganizmalarin hangi sicakliklarda ne strede
inkiibe edildikleri Tablo 1’de gbrillmektedir (Tablo 1).

Anketlerin Uygulanmasi

Calismaya Erciyes Universite Kampiisii icinde yer
alan 25 kantin dahil edildi. Kantinlerde gida giivenligi
konusunda mikrobiyel kalite ile ilgili risk faktérlerine
yonelik 23 sorudan olusan anket uygulandi. Anket
uygulamalari, mikrobiyolojik analizler i¢in Ornek
toplama ile es zamanl yapildi. Anket uygulamasinda
hedef, araspirma sonuclarinin glivenilir ve yansiz bir
sekilde tahmin edilmesini saglayacak isletme sayisina
ulasmaktir. Gida calisanlarinin - anket  sorularina
verdikleri dogru yanit yiizdeleri belirlendi. Ilaveten
gida calisanlarinin demografik yapilarint belirlemeye
yonelik bir diger anket doldurulurken, gida calisanina
ve kantin ortamina iliskin dizenlenmis olan kontrol
listeleri de anket esnasinda anketr tarafindan
doldurularak degerlendirilmeye alindi.
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BULGULAR

Anket uygulanan calisanlar icin gida givenligi bilgi
degerlendirme skoru %72,17 olarak belirlenmistir
(Tablo 2). Gida ¢alisanlarinin el hijyen analiz sonuglati
Tablo 3’de verilmistir. Kamptiis iginde yer alan

kantinlerdeki gida ¢alisanlarinin demografik 6zellikleri
Tablo 4de Gzetlenirken calisanlarin isyeri ortaminda
gbzlenmeleri sonucu saptanan tutum ve durumlarina
lliskin gida giivenligi bilesenleri de Tablo’5 de
verilmistir.

Tablo 1. Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan besiyeti ve inkubasyon dereceleti
Table 1. The medium and incubation conditions in microbiological analysis

Mikroorganizma Inkiibasyon

Zaman (h) Is1 (°C) Koloni Morfolojisi Besiyeri

Enterobacteriaceae 24 35-37  Saydam (renksiz) Chromocult Coliform Agar (Merck,
1.10426)

Total coliforms 24 35-37  somon-kirmizi Chromocult Coliform Agar (Merck,
1.10426)

E. coli 24 35-37  koyu mavi-mor meneckse Chromocult Coliform Agar (Merck,
1.10426)

Staphylococens aurens  24-48 35-37  Beyaz haleli siyah Baird- Parker Medium
(Oxo0id™)
Egg Yolk-Tellurite

Emulsion (Oxoid™)

Tablo 2. Erciyes Universitesi Kampiisiinde kantin gida calisanlarinin gida giivenligi bilgisi
Table 2. Food safety information of canteen food workers at Erciyes University Campus

ANKET SORULARI DOGRU CEVAP %
1. Gida ile temastan 6nce elleri ytkamak gida zehirlenme riskini azaltir. 100
2. Gidaya temastan 6nce eldiven giyilmelidir. 100
3 Mutfak malzemeleri her glin iyi bir sekilde yikanip durulanirsa gida hastalik riski azalik. 100
4. Is yerinde, gida calisanlarinin yiyecek igecek titketmesi sattiklart gidalara mikrop bulasma riskini arttirir. 72
5. Gidalar bir giin 6nceden hazirlanirsa gida, daha ¢abuk bozulur hastalik olusturma riski artar. 92
6. Pismis gida tekrar tekrar 1sitithp tiiketilirse gidada mikrop tireme riski artar. 100
7. Gidalarin hepsi buzdolabinda muhafaza edilmelidir. 4
8 Periyodik olarak, buzdolabinin sis1 kontrol edilmelidir. 100
9. Soklama / Dondurma, gida icetisindeki tiim bakterileri ¢ldurir. 64
10 Mikrop tastyan gidalarda mutlaka; renk, koku, ve tat degisimi olur. 0
11. Deri tizerinde yara olustugunda gida calisani yara iyilesene kadar calismaya ara vermelidir. 100
12. Gida galigant ishal olmussa, hazirladigr gidalar tiiketici saghgini tehdit edebilir mi ? 88
13. Saghkli insanlar da deri, ag1z ve burunlatinda mikrop tastyabilitler. 88
14. Gida kaynakli hastaliklar hamile kadinlarda disiiklere neden olabilir. 96
15. Cocuk, hamile ve yaslilar gida kaynakli hastaliklara daha kolay yakalanirlar. 100
16. Salata tahtasi ve et dograma tahtasi ayrt olmalidir. 92
17. Guda zehitlenmesi belirtileri nelerdir biliyor musun ? Ornek verebilir misin ? 92
18. Hangi gidalarin mutlaka buzdolabinda saklanmas: gerekir ? 92
19. 8°C ile 65°C arasindaki mikroorganizmalar gidada hizla tretler, sizce bu dogru mudur ? 92
20 Gudalar (ekmek, pogaca, sandvig, peynir, siit, ayran) buzdolabinda muhafaza etmek, gidanin bayatlamaslms 3
' geciktirir.

21 Cig balik, k.éfte, tavuk g%bi ggb.uk bozulan gidalar, buzdolabinda (diger gidalardan ayri raflarda) 1-2 gi’mdenl 00

fazla bekletilmeden titketilmelidir.
29 Koéfte, et, balik gibi dipfrizde muhafaza edilmesi gereken ¢ig gidalar, dondurma gibi gidalarla bir arada92

’ muhafaza edilebilir.

Hangi gida tiirQ, gida zehirlenme vakalarinda daha risklidir ?

*Pismemis tavuk ~ *Pogaca
23. *Pismemis kofte.  *Peynir 8

*Cotba *Ayran

*Ekmek *Pasta

Guda giivenligi bilgi degerlendirme skoru %72,17.
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Tablo 3. Gida calisanlarinin el hijyen profilleri
Table 3. Hand hygiene profiles of food workers

Mikroorganizma N Pozitif 6rnek sayis1 Hedefi asan  6rnek
(%) sayist (%o)

Enterobacteriaceae* 19 (82.6)

Colliforms 17 (73.91) 10 (43.47)22.5 cfu/cm2

E. Coli 23 13 (56.52) 9 (39.13)>1 cfu/ cm2

S. aurens* 19 (82.6)

n: Farkli kantin ve kafeteryalardaki toplam el 6rnegi sayist.
*: Hedef deger yok

Tablo 4. Erciyes Universitesi Kampiisiinde, kantin gida calisanlarinin demografik ézellikleri
Table 4. Demographic characteristics of canteen food workers at Erciyes University Campus

GIDA CALISANI NITELIKLERI SAYI %
CINSIYET

ERKEK 12 48
KADIN 13 52
YAS

17 =25 2 8
2535 12 48
35— 45 4 16
45- 55 6 24
>55 1 4
EVLILIK DURUMU

BEKAR 6 24
EVLI 19 76
EGITIM

ILKOKUL 8 32
ORTA OKUL 1 4
LISE 11 44
UNIVERSITE 5 20
DENEYIM

0-10 21 84
10 - 25 3 12
>25 1 4
POZIiSYON

CALISAN 23 92
SAHIP 2 8
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Tablo 5. Gida giivenligi bilesenleri
Table 5. Food safety components

GIDA GUVENLIGI BILESENLERI SAYI %
1. Personelde takt var m1 ? 3 12
2. Calisanlar eldiven vb kullanmakta mi ? 11 44
3. Calisanlar 6nlik giyiyor mu ? 19 76
4. Bone takmis mi1 ? 12 48
5. Sakal, brytk var m1 ? 6 24
6. Calisma ortaminda ¢esme bulunuyor mu ? 22 88
7. Elinde, yuztnde yara var mi1 ? 2 8

8. Agiz, burun ve ya g6z akintist var mi ? 0 0

9. Havalandirma yeterli mi ? 20 80
10. Kapi ve pencerede sinek, bécek vb. Zararhlarin girisini engelleyecek tedbitler 0 0

yeterli mi ?
11. Zemin ve duvar temiz mi ? 20 80
12. Tiiketime hazir gidalar ile pisirilecek gidalar bir arada m1 muhafaza ediliyor? 5 20
13. titketime hazir gida satiliyor mu ? 18 72
14. Cok irrite edici ekstrem bir durum var mi ? 5 20
15. Tezgahin gerisinde gida ¢alisanindan haric birileri var mi ? 3 12
TARTISMA edilmistir. Benzer sekilde Romanya’da kii¢lik ve orta

FDA (The Food and Drug Administiration)’ya gore,
gida calisanlart yoluyla olusan gida kaynakli hastalik
vakalarinin  sayist, ciddi Onlemler  gerektirecek
boyuttadir. Gida ¢alisanlarinin - gidayr  kontamine
etmesine  iliskin  faktérleri  ve  s6z  konusu
kontaminasyonun  6nlenmesi  veya  minimize
edilmesine iliskin 6nlemlerin  etkinligini arastiran
FDA, i¢ 6nemli bashiga isaret etmektedir; i)hasta gida
calisanlarinin gida hazirlama alanlarindan
uzaklastirilmasi, i)gida  calisanlarinin  ellerinden
patojenlerin uzaklastirilmasi, iii) el gida temasinin
kesilmesine yonelik bariyerlerin kullanilmasi (FDA
1999).

Bu calisma cercevesinde Erciyes  Universitesi
kamptsiinde bulunan kantinlerde gida c¢aliganlarinin
gida hijyen bilgilerinin degerlendirilmesine y6nelik
yapilan ankette ortalama dogru cevap skoru %72,17
olarak belirlenmekle bitlikte, calisanlar arasinda genel
olarak mikroorganizmalarin Ureme ve muhafaza
sicakliklari, gida calisanlarinin gidayt kontamine etme
potansiyelleri ve riskli gidalara dair bilgi eksikligi tespit

Olgekli isletmelerde gida calisanlarina yapilan anket

sonuglarindaki dogru cevap skoru %063,2 olarak
belirlenmistir (Jianu ve ark. 2012). Aymi calismada
genel hijyen bilgisinin egitim seviyesiyle direkt olarak
iliskili bulundugu, elde edilen yanls cevaplarin
genellikle mikrobiyel riskler, ¢capraz kontaminasyon ve
sicaklik kontrolleriyle ilgili konularda yogunlastigt
bilditilmektedir.

Yine Abdul-Mubtalip ve ark. (2012) tarafindan
Malezya’da yapilan bir ¢alismada, restoranda calisan
64 g@ida personelinin gida hijyenine yonelik bilgi,
tutum ve uygulamalarinin ¢ok iyi diizeyde oldugu
belirlenmis ve caliganlarin egitim seviyesi ile elde
edilen bu yiliksek skorlar arasinda pozitif iliski oldugu
vurgulanmistir. Bunun yani sira aragtirmacilar yitksek
skorlara ragmen; gidalarin soguk muhafazasi, temiz
calisma alanlarinda gida hazirlanmasi ve taki kullanimi
konusunda yeterli 6zen ve tutum sergilenmedigini
rapor etmislerdir. Neticede ¢alisanlarin kendi spesifik
alanlarinda  stirekli egitim almalart  ve egitim
konularinin ise Ozellikle eksik olduklart konularda
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yogunlasmast  gerektigi,  aksi  halde  egitim
calismalarinin  zaman kaybindan ibaret oldugu
belirtilmektedir (Abdul-Mubtalip ve ark. 2012).

Giiney Bati Londra bolgesinde gida hijyeni egitim
etkinliginin, gida calisanlarinin tutum ve davranisina
yonelik herhangi bir degisiklik yapip yapmadigini
degerlendiren bir calismada elde edilen sonuglar cogu
gida  enduUstrisi  yOneticisinin  gida  caliganlarinin
egitimine  yonelik  sorumluluklarinin  farkinda
olduklarint  bununla bitlikte etkin bir egitim
uygulamasina yeterli destek saglamadiklari
belirlenmistir. Dolayisiyla bu calisma sonucunda gida
hijyen egitim programlarinin olumlu sonuglart gegici
ve kisa 6murli olarak degerlendirilmektedir (Seaman
2010). Ayt arastiricilar  gida  hijyen  egitim
programlarinin siirekli ve etkili olabilmesi icin gida
endustrisi yoneticilerinin  yaklasimlarinin  kritik  rol
oynadigint vurgulamslardir (Seaman 2010). Ozellikle
kiictk 6lgekli isletmelerde genellikle isletme sahibinin
aynt zamanda isletme c¢alisant oldugu durumlarda
zaman ve bilgi cksikliginden kaynaklanan egitim
aksakliklart glindeme gelmekte ve mevzuatta belirtilen
derinlikte bir egitim siireci gerceklesememektedir
(Mortlock ve ark. 2000). Slovenya’da 2008 yilinda
yapian bir calismada 386 gida ¢alisani icin bir anket
diizenlenmis ve c¢alisanlarin  ¢ogunda mikrobiyal
tehlikeler konusunda 6nemli eksiklikler belitflenmistir.
Calisanlarin anketlerinden yapilan analiz gbstermistir
ki calisanlarin islerine yonelik tatmin duygulart gida
hijyen tutum ve davramglarini 6nemli dizeyde
etkilemektedir. Calismada ayrica insan kaynaklar
yonetiminin HACCP sistemi icerisine dahil edilmesi
gerektigi de belirtilmektedir. Ayni arastiricilar gida
kaynakli hastaliklarin 6nlenmesi ve etkili giivenlik
onlemlerinin alinabilmesi icin HACCP ve gida hijyeni
prensiplerine  yonelik  siki  6nlemlerin - alinmasi
gerektigini, bunun i¢in de gida hazirlama alanlarinin
hijyenik acidan gerekli alt yapiyt saglamis olmasinin ve
motivasyonu yliksek kalifiye elemanlar calistirmanin
gerekli oldugu sonucuna varidmistir.

HACCP sistemi multidisipliner bir yaklasimla takip
edilmesi gereken, hem yonetici hem de calisanlar icin
distinme, organizasyon, yonetim, egitim ve sureklilik
isteyen bir yaklasimdir (Jevsnik ve ark. 2008). Bu
yaklasimin etkili bir hale gelebilmesi icin; calisanlar
tarafindan anlasilmast ve igverenler tarafindan da
gerckenlerin - yapidmasi, tim aynntlarin - yerine
getirilmesi, bunlarin gereksiz bir yuk degil, is
dongtstiniin stirekli  gelistirilebilmesi i¢in bir istek
kaynagt olmast gerektigi, dolayistyla egitimin sadece
calisanlarla stnuirlt kalmamast yoneticileri de kapsamast
gerektigi vurgulanmaktadir  (Jevsnik et al. 2008).
Yapilan bir ¢alismada, gida calisanlarina, isletme
uzmanlart  veya denetimciler tarafindan verilen
egitimin ¢ok daha etkili sonuglar dogurdugu ortaya
konmaktadir (Mortlock ve ark. 2000).

Jevsnik ve ark. (2008) tarafindan yapilan calismada
calisanlarin gida hijyenin konusunda aldiklar1 dustik
skorlar; iyl is cikaran calisanin 6dillendirilmemesi,
herhangi bir ekstra tGcret veya promosyon imkaninin
saglanmamast ve c¢alisma ortamlarinin bahsi gecen
gida hijyeni uygulamalari i¢cin uygun olamamast olarak
stralanmaktadir. Tim bu unsutlar  calisanlarin
motivasyonunu  ve isyeri tatmin  duygusunu
zayiflatmakta ve isi layig ile yapma duygusunu
baltalamaktadir. Gida giivenligi gereklilikleri isyeri
sahibi igin mevzuatta belirtilen sistem gereklilikleri ile
calisan personelin uygulamalart arasindaki dengeyi
saglamaktan gecmektedir (Jevsnik ve ark. 2008). Tsyeri
tatmin duygusunun gida giivenligine ve uygulamaya
yonelik unsurlarda 6nemli dizeyde etkili oldugu
belirtilmektedir (Ko 2010).

Herhangi bir gidada veya yiizeyde total koliform ve E.
coli sayiari, hijyenle iliskili problemlerin ve fekal
orijinli kontaminasyonlarin belirlenmesine olanak
saglamaktadir. Yiiksek total koliform ve E.co/i sayilari
6nemli diizeyde enterik patojen varligina baglt olarak
sekillenmektedir (Barros ve ark. 2007). Patojenlerden
S. aurens ise genel olarak insanlarin burun mukoza ile
el ve yiiz yaralarinda bulunmakta ve siklikla personel
yoluyla gidalara bulasmaktadir. Bu ¢alisma bulgularina
gore, calisanlarin ellerinin =~ %73,97’inde  koliform
grubu  belitlenitken,  bunlardan  %40,47’sinin
literatirlerde belirlenen hedef degerlerin = (<2,5
kob/cm?) tlzerinde oldugu belitlenmigtir (Lues ve
Van Tonder 2007). E. ¢/, Enterobactericeace ve S.
anerns ise Orneklerin sirastyla %56,52, %82,6 ve %
82,6 ’sinda belirlenmistir. Ote yandan Lues ve Tonder
(2010), tarafindan Gliney Afrika’da yurttilen bir
calismada actkta gida satisinda gorevli calisanlara ait el
orneklerinin =~ %32’sinde 2,5 kob/cm?¥den fazla
koliform tespit edilmistir.

Calisanlarin sadece bitinin elinde E.cof, %16’sinda
Enterobacteriaceae, %88’inde ise S.aurens tespit
edildigi bildirilmistir. Calisma sonucunda tiiketime
hazir  gidalarin yitksek  risk  arzettigi, gida
isletmelerindeki temas yiizeylerinin de gida givenligi
acisindan  krittk 6neme sahip oldugu ve c¢apraz
kontaminasyona iligkin gereken Onlemlerin alinmast
tavsiye edilmektedir. Dolayisiyla gida calisanlarinin
egitimine yonelik vurgu yapilmustur.

El  hijyeni  mikroorganizmalarin  taginmasint
Onleyebilecek en etkin uygulamadir. Bununla birlikte
sadece el hijyenini 6n siraya koyarak enfeksiyonlarin
azalmasinin ~ beklemenin  tek  basina  yeterli
olamayacagi, enfeksiyon kontrolinde ¢evre hijyeni,
personel hijyeni ve ¢alisanlarin egitim diizeylerinin de
etkili birer faktér oldugu vurgulanmakta dolayistyla
enfeksiyon kontroliine iliskin entegre bir yaklagim
sergilenmesi gerektigi belirtilmektedir (Juuma 2005).
Ozellikle gelismekte olan iilkelerde el yikama
aliskanliklarinin  artirlmasina  iligkin - engeller daha
fazladir. Ornegin basit sanitasyon altyapt imkanlari
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bile sinitli veya bulunmuyor olabilir. Dolayistyla el
yitkama aligkanliklarinin artirma yontndeki calismalar
gelismekte olan tlkeler ile gelismis olan ilkeler
arasinda  farkll bir yaklasim  gerektirmektedir.
Muhtemelen bu sebepten dolayt el hijyenini artirmaya
yonelik bircok halk sagligt kampanyast biytk oranda
basarsizlikla sonuglanmistir (Juuma 2005).

Bu calisma sonunda, kantinlerde satisa sunulan
gidalarin, personel ellerinin ve gida temas yiizeylerinin
indikatér ve bazi patojen bakterilerle kontamine
oldugu belirlenmistir. Cig ve tiiketime hazir besinlerin
hazirlanmasi esnasinda caliganlarin ellerindeki ve gida
temas yizeylerindeki kontaminantlarin son riine
taginmasinin Onlenmesi halk sagliginin korunmasinda
6nem arzetmektedir. Hijyen kurallarinin; kantinlerde,
Onemini kavrayacak iyi egitilmis bir personel olmadan,
fonksiyonel bir gida giivenlik sisteminin uygulanmasi
ve strdurilmesi, gerceklestirilmesi ¢ok zor bir
hedeftir. Zira el hijyenine uyumun temelde insan
davranist ile alakalt oldugu ve bu davranislarin temel
nedenleri ve nasil desteklenebilecegi gibi konularin
simdiye kadar ciddi ve kalict bir ¢6zim tretilemedigi
belirtilmektedir (Gomes-Neves ve ark. 2011).

El hijyeni uygulamalari sadece gida personeline
yonelik bir uygulama ile degil toplumun bitin
dizeylerine hitap eden yapisal bir sosyal, kiltirel
degisiklik gerektirmektedir. El hijyen uygulamalarina
iliskin global tavsiyeler yeterli olmayabilir. Cografik ve
kiltirel faktorler g6z Ontne alinarak gerekli
uygulamalar isleme konulmalidir. Ote yandan el
hijyeni bilinci abartilarak hijyen hastaligi haline de
getirilmemelidir. Bu cercevede belli bir isletmede el
hijyeni uygulamalari bulasan mikroorganizmanin

oldirilmesinden ziyade mikroorganizmalarin
tasinmasinin ve yayilmasinin onlenmesine
odaklanmalidir.

SONUC

El hijyeni uygunluklari dinya genelinde maalesef
istenen seviyede degildir. Her ne kadar el hijyeni
basitmis gibi gériinse de el hijyeni aliskanliklarini
belirleyen faktbrler oldukca farklidir. Dolayistyla el
hijyeni aliskanliklarint = dizeltmek i¢in  Oncelikle
insanlardaki aligkanliklart diizenleyen faktérleri ortaya
koymak gerekmektedir. El hijyeni uygulamalarinin
duzeltilmesi  genellikle  kdltirel  ve  sosyal
gereksinimlerin karsilanmast ile de yakindan alakali
olmakla birlikte uygun el yitkama uygulamalart ulusal
dizeyde halk sagligi kampanyalariyla yeni stratejiler
gelistirilerek yayginlastirilmalidir.

Sonug olarak bu calismada galisanlarin gida giivenligi
bilgi degerlendirme sonuglart yitksek skorlar ortaya
koymus olmasina karsin, el Orneklerindeki patojen
kontaminasyon ylzdeleri yiksek bulunmustur. Gida
calisanlarina yoénelik mevcut egitim modelinin revize
edilerek etkin bir sekilde wuygulanmasi, hijyen

egitimlerinin ~ strekliliginin =~ saglanmasi,  egitim
etkinliginin denetlenmesi ve gida satis yerlerinde katt
ve stirekli kontrollerin uygulanmasi gerekmektedir.

Gida isletmelerinde gida hazirlama aktivitelerinin iyi
bir sekilde organize edilerek gida personelinin is yikd,
en az el ykama sikligint gerektirecek sekilde
dizenlenmeli, isletmelerde el yikamaya iliskin gerekli
temel  ihtiyaglarin  da = mutlaka  saglanmast
gerekmektedir. Bu calisma sonunda, kantinlerde satisa
sunulan gidalarin, personel ellerinin ve gida temas
ylzeylerinin indikatér ve bazt patojen bakterilerle
kontamine oldugu belitlenmistir. Cig ve tiketime
hazir besinlerin hazirlanmasi esnasinda, c¢alisanlarin
ellerindeki  ve  gida  temas  yuzeylerindeki
kontaminantlarin son Uriine tasinmasinin 6nlenmesi
halk saghginin korunmasinda 6nem arzetmektedir.
Kantinlerde  hijyen  uygulamalarinin  6nemini
kavrayacak iyl egitilmis bir personel olmadan,
fonksiyonel bir gida giivenlik sisteminin uygulanmast
ve surdirilmesi ¢ok zor bir hedef olarak
gorilmektedir.
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ABSTRACT

Angiogenesis plays an important role in the formation of new vessels in the embryonic period. The aim of this study is to
determine possible differences in angiogenesis process in chicken embryos exposed to two different incubation temperatures
of 37.5°C and 39.0°C using Chorioallantoic Membrane (CAM) model. The study included two groups, each with an
experimental and control group, in which 16 fertilized chicken eggs were analyzed. The eggs were opened on the 7th day of
incubation with the aid of forceps and surgical scissors without damaging the embryo. Head-stern, occipito-frontal length,
vessel thickness, density and number of each embryo on CAM were measured by Image]. Statistical analysis of the data was
performed by SPSS program. Depending on the temperature, there was a decrease, although not statistically significant, in
the values of head-stern lengths of the embryos obtained from the eggs incubated at 39.0°C. Howevert, it was determined that
occipito-frontal length values increased, the skull had a larger appearance and this increase was statistically significant
(p<0.05). The mean density of embryos obtained from eggs incubated at 37.5°C was 1.58%0.57, while the mean vessel
density of embryos obtained from eggs incubated at 39.0°C was 1.46£0.61. There was no statistically difference between
mean vessel density values (p>0.05). A comparison of both groups showed a decrease in the number of vascular branches
(35.44110.97 at 37.5°C, 24.94£6.97 at 39.0°C) due to the increasing temperature. This decrease was found to be statistically
significant (p<<0.05). In general, it was observed that the increase in temperature caused a decrease in vessel density, thickness
and number of branches in chicken embryos on CAM. As a result, it was determined that growth and development were
negatively affected in embryos.

Keywords: Angiogenesis, chick, chorioallantoic membrane, temperature, vessel

kksk
Tavuk Embriyolarinda Sicakligin Anjiyogenez Uzerine Etkisi
oz

Anjiyogenez embriyonik dénemde yeni damarlarin olusumunda 6nemli bir rol oynar. Bu ¢alismanin amaci, Koryoallantoik
Membran (KAM) modeli kullanidarak 37.5°C ve 39.0°C olacak sekilde iki farkli kulucka sicakligina maruz birakilan tavuk
embriyolarinda anjiyogenez stirecindeki olast farkliliklart belitlemektir. Calismada her birinde 16’sar adet dolli tavuk
yumurtasinin analiz edildigi deney ve kontrol grubu olmak tzere iki grup yer aldi. Yumurtalar inkiibasyonun 7. giininde
penset ve cerrahi makas yardimiyla embriyoya zarar vermeden acildi. Fotograflart ¢ekilen embriyolarin tepe-ki¢ ve occipito-
frontal uzunluklart ile KAM’daki damar kalinhiklari, damar yogunlugu ve damar dal sayilari Image] programi kullanilarak
Olgildi. Verilerin istatistiksel analizi SPSS programi aracihiiyla yapildi. Sicakliga bagl olarak 39.0°C’de inkiibe edilen
yumurtalardan elde edilen embriyolarin tepe-ki¢ uzunluklarinin degerlerinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da bir azalma
mevcuttu. Bununla birlikte occipito-frontal uzunluk degerlerinin arttigi, kafatasinin daha buyik bir gériinime sahip oldugu ve
bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05). 37.5°C’de inkiibe edilen yumurtalardan elde edilen
embriyolarin damar yogunlugu ortalamast 1.58+0.57 iken, 39.0°C’de inkiibe edilen yumurtalardan elde edilen embriyolarin
ortalama damar yogunlugu 1.461+0.61 olarak tespit edildi. Ortalama damar yogunlugu degerleri arasinda istatistiksel olarak
gruplar arasinda bir fark gézlenmedi (p>0.05). Her iki grubun karsilastirilmasinda artan sicakliga baglt olarak damar dal
sayisinda bir azalma (37.50C’de 35.44%10.97, 39.00C’de 24.94£6.97) oldugu gorildi. Bu azalmanin istatistiksel olarak anlaml
oldugu tespit edildi (p<0.05). Genel anlamda sicaklik artisinin tavuk embriyolarinda KAM’da damar yogunlugu, kalinligr ve
dal sayisinda bir azalmaya sebep oldugu gézlendi. Sonug olarak embriyolarda biyiime ve gelismenin olumsuz yonde
etkilendigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Anjiyogenez, civciv, damat, koryoallantoik membran, sicaklik
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GIRIS

Fizyolojik bir siire¢ olan anjiyogenez, mevcut kan
damatlarindan tomurcuklanma yolu ile yeni kan
damarlarinin -~ olugmast  ve  gelismesi  seklinde
tanimlanmaktadir (Hagedorn ve Nerlich 2000, Kumar
ve ark. 2005, Strohmeyer ve ark. 2000). Anjiyogenez
hem embriyonik dénemde hem de yetiskinlik
déneminde rol oynayan O6nemli bir siirectir.
Embriyonik dénemde anjiyogenez strecinde damar
yogunlugunun artmast ve yeni damarlarin olusumu
gorilmektedir. Yetiskinlik ddneminde ise anjiyogenez
streci bazt fizyolojik (menstiirasyon, ovulasyon,
gebelik, yara iyilesmesi ve epitelizasyonu gibi) ve
patolojik olaylar neticesinde (diyabetik retinopati,
timor gelisimi, metabolik hastaliklar, inflamasyon ve
dejenerasyon gibi) yeni damarlarin olusumunda rol
oynamaktadir (Bettencourt ve ark. 1998, Costa ve ark.
2004, Folkman 1986, Logan 1993, Nicholson ve
Theodorescu 2004, Saraydaroglu ve ark. 2004).
Tyilesmeyi etkileyen énemli faktorlerden biri yaralanan
dokunun beslenmesi ve yeterli kan akiminin
saglanmasidir. Giiniimiizde anjiyogenez ile ilgili artan
bilgi birikimi, bircok hastaligin olusum
mekanizmasinin  anlagtlmasina ve tedavi siirecinde
yeni tedavi yaklasimlarinin ortaya c¢ikmasina olanak
saglamaktadir (Townsend ve ark. 2004). Bu baglamda
anjiyogenez c¢alismalari ginimiizde aktif bir arastirma
alant olup, gelecek donemlerde
antianjiyojenik/proanjiyojenik  tedavi yontemlerine
basvuracak insan sayistnin 500 milyonun tzerinde
olacagi distintlmektedir (Notrby 2000).

Canlilarin  biyime gelisme doénemi icin sicaklik
onemli faktorlerden biridir. Son yillarda gebeler
tzerinde yapilan calismalarda ortam sicakliginin erken
dogum, disiik dogum agirlig ve 6lii dogumlara neden
oldugu bildirilmistir. Bazi c¢alismalarda ise yuksek
ortam sicakligt ve asirt sicaklik olaylarinin preterm
dogum ile iligkili oldugu ve erken dogumu
tetikleyebilecegi ifade edilmistir (Auger ve ark. 2014,
Basu ve ark. 2010, Basu ve ark. 2017, Ha ve ark.
2017a, Ha ve ark. 2017b, Strand 2012, Zhang ve atk.
2017). Bu bilgiler 1siginda  calismamiz  sicakligin
anjiyogenez Uzerindeki etkisinin ortaya konulmasina
yonelik planlanmistir.

Yapilan c¢alismalarda tavuk embriyolarindan elde
edilen sonuglarin  memelilere de uyarlanabildigi
gorillmis ve doll tavuk ya da bildircin yumurtalarinin
model olarak kullanildigi pek ¢ok calisma yapilmistir
(Ertekin ve ark. 2019, Guvenc ve ark. 2013, Guvenc
ve ark. 2016, Mangir ve ark. 2018, Ribatti 2016,
Zhang ve ark. 2017). Bu tip calismalarin insanlar ve
memeli hayvanlar tzerinde yapilmasi her zaman
mimkin olmadigindan dolli  kanatl  yumurtalar
siklikla tercih edilmektedir. Bu tiir modellerin tercih
edilmesinin bir bagka sebebi ise insan ve memeli
hayvanlarin  fizyolojik ve patolojik durumlardaki
islevlerinin butlinsellik gbstermesi, cesitli organ ve

sistemlerin etkilesim halinde bulunmasidir (Oral ve
Cakar 2005).

Calismamizda embriyonik strecteki anjiyogenezin
farkli  inkiibasyon  sicakligina  gbre  degisimi
Koryoallantoik Membran (KAM) modeli kullanilarak
tespit edildi. KAM modeli kolay, basit ve
tekrarlanabilir bir yontem olmasiyla bircok ¢alismada
(kanser arastirmalari, damar gelisimi, embriyolojik
malformasyonlar vs.) tetcih edilmektedir (Dupertius
ve ark. 2015, Leng ve ark. 2004, Ozgiirtas 2009, Peng
ve ark. 2009, Ribatti 2014). KAM modelinde
anjiyogenez gelisimsel asamalarina gore; erken faz (5.-
7. gunler), ara faz (8.-12. glinler) ve gec¢ faz (13.
ginden itibaren) olmak tzere ¢ sathadan
olusmaktadir (Schlatter et al. 1997). Kapiller ag erken
fazda  filizlenmeye  baslamaktadir.  Ara  faz
filizlenmenin sona erdigi ve mikrovaskiler agin
gelisim  gosterdigi  asamadir.  Ge¢ fazda ise,
koryoallantoik 6geler embriyo etrafinda tam koruyucu
bir membrana donasir ve genislemesi
tamamlanmaktadir (Hamburger ve Hamilton 1992).
KAM modeli kullanilarak yapilan calismalarda
anjiyogenez gelisim fazlan g6z Ontine alinarak
uygulamalarin 5. glinden itibaren yapilabilecegi ifade
edilmektedir (Hazel 2003). Bunun yani sira
damarlanmanin olgunlastigt 12. ginden sonraki ge¢
faz donemin uygulamalar acisindan daha iyi bir
zamanlama oldugu da ifade edilmektedir (Leng ve ark.
2004). Bu bilgiler dogrultusunda calismamiz, kapiller
ag ve damarlanmanin bagladigt erken faz dénemi
dikkate alinarak planlanmistir. Calismamizin amact,
KAM modeli kullanilarak iki farklt kulucka sicakligina
maruz birakilan tavuk embriyolarinda anjiyogenez
stirecinde  meydana  gelen  olast  farkliliklar
belirlemektir.

MATERYAL ve METOT

Calisma icin Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (AKUHADYEK)’ndan
14/01/2019 tarihli ve 49533702/08 sayilt etik kurul
onayt alindi. Sicakligin tavuk embriyolari tizerindeki
etkisini incelemek tzere planlanan calismamizda 60
adet, 0 ginlik, 65£5 gr agithiginda Specific Pathogen
Free (SPF) dolli tavuk yumurtast kullaniddi. SPF
yumurtalar  Izmir Bornova Veteriner Kontrol
Enstitisti’nden temin edildi.

Calisma kapsaminda deney ve kontrol olmak tizere iki
grup olusturuldu. Her grupta 30 adet dolli SPF
yumurta kullanildi. Kontrol grubundaki doélli SPF
yumurtalar 37.5°C’de %G60%£5 rolatif nemli ortamda
horizontal pozisyonda 7 giin boyunca inkiibe edildi.
Deney grubundaki délli SPF yumurtalar ise ilk 5 giin
37.5°Cde %00%5 rolatif nemli ortamda horizontal
pozisyonda, sonraki 2 gin ise 39.0°Cde %6015
rolatif nemli ortamda horizontal pozisyonda toplam 7
giin boyunca inktbe edildi. Her iki gruptaki
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yumurtalar es zamanlt olarak ayrt makinalarda inktbe

edildi (Resim 1).

7. giniin sonunda her gruptaki yumurtalarin dolli
olup olmadigr 151tk kaynagr aracihfiyla belirlendi.
Délstiz ve bireysel hatalar neticesinde (embriyoya
yumurtayt acarken zarar verme, yumurtanin kirtlmast
vs.) kaybedilen yumurtalar c¢alisma disinda tutuldu.
Her iki grupta ayrt ayri toplam 16 adet dolli SPF
yumurtada analiz yapild:.

Yumurtalarda 151tk kaynagt altinda embriyolarnin yeri
belirlendi. Transversal olarak agilan yumurtalar petri
kabimna dokildd. 25 cm uzakliktan tripod yardimiyla
sabitlenen kamera araciligiyla fotograflandi. Bu
islemden sonra embriyolar, damarlarindan penset ve
makas yardimiyla ayrildi. Her embriyo ayri bir petri
kabinda tepe-kic ile occipito-frontal uzunlugu
belirlemek tizere tekrar fotograflandi (Resim 2).
Fotograflama islemi bittikten sonra embriyolarin
agirliklart hassas terazi yardimiyla 6l¢tildi (Resim 3).
KAM'daki damar kalinligi, damar yogunlugu ve damar
saytst Image] (https://imagej.nih.gov/ij/) programi
kullanilarak hesaplandi. Damar yogunlugu ve damar
dal sayist KAM'da embriyoya en yakin ana
damarlarindan 0.5 cm uzaklikta 1 cm?lik rastgele
secilen 3 alanda belirlenirken, damar kalinlig1 icin
gbrintii tzerindeki en kalin 3 damar belirlenerek
ortalama kalinlik hesaplandt (Resim 4).

Verilerin istatistiksel analizi IBM SPSS Statistics 22.0
paket programi araciligiyla yapidi. Verilerin normal
dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile
belirlendi. Veriler normal dagilim g6stermedigi icin
bagimsiz gruplarin karsilastiilmasinda kullanilan ve
nonparametrik bir test olan Mann Whitney U testi
kullanildr. p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi. Tim degetler ortalamatstandart
sapma (m¥ss) seklinde ifade edildi.

BULGULAR

Olgiilen  parametrelerinin  ortalama  degetleri  ve
istatistiksel analizi Tablo 1'de gosterildi. 37.5°C’de
inkiibe edilen yumurtalardan elde edilen embriyolarin
ortalama tepe-ki¢ uzunlugu 18.08+1.72 mm iken, ayni
parametrenin 39.0°C’de inkiibe edilen yumurtalardan

elde edilen embriyolarda 17.00+2.41 mm oldugu
belirlendi. Sicakligin  arturilmasina  baglt  olarak
ortalama  tepe-kic  uzunlugunun  azaldiginin
gorilmesine ragmen, gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark belitlenmedi (p>0.05).
Occipito-frontal uzunluga ait ortalama degerlere
bakildiginda; 37.5°C’de inkiibe edilen yumurtalardan
elde edilen embriyolarin  ortalama  degerinin
(6.73£1.08  mm), 39.0°Cde inkibe edilen
yumurtalardan elde edilen embriyolarin ortalama
degerinden (8.06+1.11 mm) daha dusik oldugu
gorildi. Bu farkin ise istatistiksel olarak anlamh
oldugu tespit edildi (p<<0.05). Tepe-ki¢ ve occipito-
frontal uzunluga ait yapilan Ol¢limlerin  genel
degetlenditilmesinde, sicakliga bagli olarak 39.0°C’de
inkibe  edilen  yumurtalardan  elde  edilen
embriyolarinin  boy  uzunlugunda bir  azalma
mevcutken, occipito-frontal mesafenin arttigt ve
kafatasinin daha buyiik bir gbriintime sahip oldugu
tespit edildi.

Her iki sicakliga maruz kalan embriyolarin agirliklary
Olcilmis ve 39.0°C’de inkiibe edilen yumurtalardan
elde edilen embriyolarin agirhiginin (0.42£0.11 gr)
37.5°Cde inkiibe edilen yumurtalardan elde edilen
embriyolardan  (0.54+0.12 gr) daha az oldugu
belirlenmistir. Ayn1 zamanda agirlik agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu

gorilda (p<0.05).

37.5°Cde inkiibe edilen yumurtalardan elde edilen
embriyolara ait KAM’daki damar yogunlugu
ortalamast  %1.58+0.57, 39.0°C’de inkube edilen
yumurtalardan elde edilen embriyolarin  damar
yogunlugu ortalamast ise  %1.46%£0.61 olarak
hesaplanitken gruplar arasinda istatistiksel olarak bir
fark  gézlenmedi (p>0.05). Damar kalinhigi ele
alindiginda  yiksek  sicakhkta  inkiibe  edilen
yumurtalardan elde edilen embriyolarin ortalama
degerinin kontrol grubuna gére daha disik oldugu
gbrildi. Damar kalinliklari arasindaki bu farkin
istatistiksel olarak anlaml oldugu tespit edildi
(p<0.05, Tablo 1). Damar dal sayisinda kontrol
grubuna gbre bir azalma oldugu gorildd. Bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamh oldugu tespit

edildi (p<0.05, Tablo 1).
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Resim 1. Fertilize Specific Pathogen Free (SPF) yumurtalarin inkibasyon cihazina yerlestirilmesi. (1)

Kontrol Grubu, (2) Deney Grubu
Figure 1. Fertilized Specific Pathogen Free (SPF) eggs in the incubator. (1) Control Group, (2)

Experimental Group
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Resim 2. Embriyolarin petri kabina alinmast. (1) Embriyolarin damarlarindan ayrilmasi, (2) Image] programi

ile tepe-ki¢ ve occipito-frontal uzunluk 6lcimi
Figure 2. Embryos are taken into the petti dish. (1) Separation of embryos from vessels, (2) Head-stern and

occipito-frontal length measurement with Image] program
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Resim 3. Embriyolarin agirhk 6l¢timii
Figure 3. Weight measurement of embryos

% Embriyolarin damar
yogunlugunun élgiimii

% Embriyodaki

% Embriyolarin damar
kalinhginin élgimii dallanmalarin élgiimii

Resim 4. Image] programi ile yapilan analiz basamaklari. (1) Damar gorintisiiniin buyttilmesi, (2) Goruntinin
arka planinin temizlenmesi, (3) Damarlarin belirginlestirilmesi, (4) Renkli gériintide damar yogunlugunun
hesaplanmasi

Figure 4. Analysis steps performed with Image] program. (1) Enlarging the vessel image, (2) Clearing the
background of the image, (3) Clarification of the vessels, (4) Calculating the vessel density in color image
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Tablo 1. Ol¢iim parametrelerine ait ortalama degerler
Table 1. Mean values of the measurement parameters

37.50C 39.00C p
Olgiim Parametreleri n  Min-Max mzss n  Min-Max mtss

Bas Kig Uzunlugu (mm) 16 14302062 18.08%1.72 16 12332121 17.0012.41 0.132
OCCIP“O'F(E‘:;;‘I Uzunluk ) 06878 6734108 16 641.9.81  8.06+1.11 0.001%
Agrlik (gr) 16 032-077  054+0.12 16 018055 0424011 0.020%
Damar Yog“rzﬁzz;gu Ortalamast (75571 1584057 16 047294  146+0.61 0.598
Damar Kal‘(‘::f:)ortalama“ 16 028-0.83 0481016 16 025061  037+0.10 0.033*
Dal Sayist Ortalamasi (adet) 16 18.00-56.00 3544%10.97 16 10.00-38.00 24.94+6.97 0.005%

* Mann Whitney U testi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli

TARTISMA ve SONUC

Embriyonik  gereksinimlerin  karsillanmast  ve
maksimum kulucka randimant elde edilmesi icin
kulucka kosullarinin  ¢ok iyl ayarlanmasi gerekir
(Meijerhof 2009). Bu baglamda sicaklik, inkiibasyon
sirasinda  dikkat edilmesi gereken en Gnemli
faktorlerden biridir. Sicaklik civeiv  kalitesini  ve
kulucka sonrast performansint etkilemekle birlikte
embriyonik  biiyime ve gelismeye de katk
saglamaktadir (Christensen ve ark. 1999, French 1994,
Ricklefs 1987, Lourens ve ark. 2005). Inkiibasyon
sirasinda dogru embriyo sicakliginin ve inkiibator
sicaklik  ayarinin  korunmasinin - énemli  oldugu
kanitlanmistir (Lourens ve ark. 2005, Meijerhof 2009).
Yapilan calismalar, inkiibasyonun 19. giiniine kadar
37.8°C’lik sabit yumurta kabugu sicakhiginin en yiiksek
kulucka randimani ve en distik embriyo mortalitesi ile
sonuclandigini gostermistir (Lourens ve ark. 2005,
Lourens ve ark. 2007). Leksrisompong ve ark. (2007)
39.5°C ve daha yiksek bir yumurta kabugu
sicakliginin  embriyonun  kalp, karaciger, taslik,
proventrikulus  (6n  mide) ve  bagirsaklarinin
blylmesini geciktirdigini ~ bildirmislerdir.  Yapilan
calismalar  kulucka sicaklik  degisimlerinin  tavuk
embriyo gelisimini olumsuz etkiledigini bildirmektedir
(Leksrisompong ve ark 2007, Maatjens ve ark. 2014,
Maatjens ve ark. 2016a). Calismamizda kulucka
sticakliginin - 37.5C’den  39.0°C’ye  arttirlmasinin
KAM’daki damar yogunlugu, damar kalinligi ve dal
sayisinda belirgin bir azalmaya neden oldugu tespit
edildi. Ayni zamanda damar gelisiminin geri kalmast
ve buna bagh olarak yeterli kan dolagiminin

saglanamamasinin  embriyo  gelisimini  olumsuz
etkiledigi kanaatindeyiz.
Maatjens ve ark. (2016a)’nin  sicakligin  tavuk

embriyolart Uzerindeki etkilerine yonelik yaptiklari
calismalarinda, farklt sicakliklara maruz kalan délla
yumurtalardan elde edilen civcivlerin viicut agirhiginin
yiksek inkiibasyon sicakligindan disik inkitbasyon
sicakligina dogru kademeli bir azalma gosterdigini
ifade etmiglerdir. Hulet ve ark. (2007)’nin yaptiklari
bir baska ¢alismada ise 37.5°C'lik inkiibasyon

stcakligindaki civeiv agithiginin 38.6°C ve 39.7°C'ye
gore daha distik oldugu bulunmustur. Ancak bu
sonuglarin aksine bircok calismada yitksek inkiibasyon
sticakligina maruz kalan dolli yumurtalardan elde
edilen civcivlerin  agithiginin  daha distk oldugu
belirlenmistir (Leksrisompong ve ark. 2007, Lourens
ve ark. 2005, Molenaar ve ark. 2011). Calismamizda
da bu sonuglara benzer sckilde inkiibasyon
sticakliginin  artmasina bagh olarak tavuk embriyo
agithiginin azaldigr ve bu farkin istatistiksel olarak
anlaml oldugu tespit edildi (Tablo 1).

Maatjens ve ark.  (2016b)’nin  ¢alismasinda
inkitbasyonun son haftasindaki (inkitbasyonun 15.-19.
ginleri arasinda) sicaklik degisikliklerinin  tavuk
embriyosu gelisimi Gzerine etkileri incelenmistir.
Civciv kalitesi ve organ gelisimine ait parametreler
inkiibasyondan sonraki 7. giinde degerlendirilmistir.
Inkiibasyon sicakhigmin 35.6°C ve 36.7°C oldugu
gruplardan elde edilen civcivlerin ortalama boylarinin
(strastyla 20.5 cm, 20.6 cm) benzer oldugu, sicakligin
37.80C ve 38.9°C’ye arttirildigt gruplarda ise ortalama
civciv boyunda azalmanin (sirastyla 20.3 cm, 20.1 cm)
oldugu ifade edilmistir. Sunulan bu c¢aligmada ise
embriyolarin  ortalama  tepe-ki¢  uzunluk  degeri
37.5°C’de daha yuksek bulunurken (18.08%+1.72 mm);
sicaklik 39.0°C’ye yukseltildiginde bu degerin azaldigt
(17.00£2.41 mm) gérulmistir.

Maatjens ve ark. (2014 nin  organ gelisimini
degerlendirmeye  yonelik  calismasinda  tavuk
embriyolari inkiibasyonun 19. gintinden son giniine
kadar 36.7, 37.8 ve 38.9°C'lik ti¢ farkli sicakliga maruz
birakilmistir. Calisma  neticesinde  38.9°C'lik
inktibasyon sicakhiginda diger inkiibasyon
sicakliklarina gbre kalp, mide ve karaciger agirliginin
daha distik oldugunu bildirmislerdir.

Yumurta inkibasyon sicakligt ve metabolik hiz
arasindaki pozitif iliskinin kurulmast ¢ok Onemlidir.
Clnkdi metabolik hiz, embriyonun oksijen talebini
yonlendirmektedir (Lourens ve ark. 2007, Romijn ve
ark. 1956). Yapilan c¢alismalar, inkiibasyonun 15.
gintnden itibaren inkiibasyon sicakligin 37.8°C'den
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38.9C'ye arturilmasinin normal olarak metabolik
hizda ani bir artisla sonuglandigini, bununda da
embriyonik 1st  Uretimini dolayisiyla  embriyonik
buyime ve gelismeyi negatif yonde etkiledigini
gostermistir (Christensen ve ark. 1999, Lourens ve
ark. 2006, Ricklefs 1987, Romanoff 1936). Bununla
birlikte inkiibasyon sicakligindaki azalma,
koryoallantoik membranda kan akiminin azalmasina
neden olmaktadir. Bu da embriyo gelisimi esnasinda
olumsuz reaksiyonlarin gerceklesmesini saglamaktadir
(Tzschentke, 2007). Oksijen ihtiyacinin karsilanmasi
ve kan akiminin diizenli bir sekilde gerceklesmesi iyi
bir damar ag1 gelisimi ile saglanmaktadir. Kan
damarlarinin  gelisimi  sirasinda  vaskiilogenez ve
anjiyogenez mekanizmalart gbrev yapmaktadir (Risau,
1997).

Tavuk embriyolarinda KAM modeli  kullanilarak
vaskiilogenez ve anjiyogenez strecleri
incelenmektedir. KAM  modelinde  koryonik
epitelyumun  aktif g6¢i actkca  gOriilmektedir,
vaskilogenez ve anjiyogenez siiregleri buyiik 6lciide
koryonik epitelyumun biiyiimesinden ve
farklilasmasindan kaynaklanmaktadir (Ribatti, 2008).
Bircok calismada inkiibasyonun erken asamalarinda
olusan ve ustteki koryonik epitelyal hiicrelerle
yakindan  iligkili bir kilcal pleksus olusumu
tanimlanmustir (Ausprunk ve ark. 1974, Burton ve ark.
1989, Danchakoff 1917, Fanczi ve ark. 1979,
Moscona 1959 Ribatti ve ark. 1998). Danchakoff
(1917), mezenkimal kan damarlarindan kaynaklanan
ve koryonik epitelyumu istila eden, iyi perfiize edilmis
bir kilcal ag ile sonuglanan cok sayida filiz tarif
etmistir. Burton ve ark. (1989) ise kisa wvaskiler
tomurcuklarin arteriyel ve vendz taraftan mezensimi
isgal ettigini ve inkiibasyonun 6. gininde kilcal
pleksus olusumuyla sonuglandigint bildirmistir. De
Fouw ve ark. (1989)’nin kapsamli bir morfometrik
aragtirmasinda, KAM yiizeyinin inkiibasyon stirecinde
0. ginde 6 cm?den, 14. giinde 65 cm?ye hizhi bir
sekilde genisledigini gostermistir. Bu stire zarfinda,
KAM yiizeyindeki besleyici damatlarin = sayisinin
(prekapiller ve kapiller damatrlarin sayist 2.5 ve 5 kat
oraninda artmustir) agirlikli olarak inkiibasyonun 10.
gininden sonra biyime ve yeniden modelleme
nedeniyle arttigini  ifade etmislerdir.  Literatiir
bilgilerine gore inkiibasyonun erken asamalarinda
vaskiilogenez ve anjiyogenez siireclerinin basladig
gorilmektedir. Ayni zamanda damar sayist ve
yogunlugu artmakta boylelikle normal biyime ve
gelisme siiregleri devam etmektedir. Calismamizda ise
39.00C  sicakliga maruz kalan dolld  tavuk
yumurtalarinin, normal inkibasyon kosullarindaki
(37.5°C ve %060%5 rolatif nemli ortam) dolli tavuk
yumurtalarina  gére  KAM  yizeyinde  damar
yogunlugu, damar kalinlig1 ve dal sayisinda bir azalma
oldugu belitlendi (Tablo 1). Buna baglt olarak yeterli
dolasimin saglanamamastyla embriyolarda buyime ve
gelismenin olumsuz yonde etkilendigi gézlendi.

Sonug olarak; yeni bir bakis agist olusturmaya yonelik
uyguladigimiz  KAM modelinin ileride yapilmasi
planlanan ¢alismalarda  kullanilabilir  oldugu ve
literatiire katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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ABSTRACT

In this study, it is aimed to make meta-analysis of the prevalence of Cromobacter sakazgakii in various foods
consumed in Turkey. The prevalences of C. sakazakii detected in the different independent studies were
combined to provide a common prevalence estimate and heterogeneities between studies were investigated. The
study material consisted of 22 studies investigating C. sakazakii prevalence in a total of 2463 food samples
included infant formula, infant formula ingredients, milk and dairy products and meat and meat products between
the years 1997-2019 was carried out in Turkey. As a result of the meta-analysis, the common prevalence of C.
sakazakii was detected as (%095 Confidence Interval; 0.021-0.044) for all studies. In the evaluated studies, infant
formula, infant formula ingredients, milk and dairy products and meat and meat products were identified as sub-
groups due to sufficient prevalence data and meta-regression analysis was applied between sub-groups.
Accordingly, the prevalence of C. sakazakii in infant formula, infant formula ingredients, milk and dairy products
and meat and meat products were determined as 0.01 (0.00-0.01), 0.11 (0.04-0.18), 0.05 (0.02-0.08) and 0.03 (0.00-
0.06) in Turkey, respectively. Heterogeneities due to sampling size of studies on the presence of C. sakazakii in
foods consumed in Turkey were corrected and main prevalence of the pathogen in Turkey is calculated. The
study concluded that the pathogen is epidemiologically important and effective implementation of food safety
management systems in the food production chain is necessary for public health.

Keywords: Cronobacter sakazakii, meta-analysis, prevalence

kksk

Tirkiye’de Tiiketime Sunulan Gidalarda Cronobacter sakazakii Prevalanslarin Meta-analiz ile
Belirlenmesi

(074

Bu ¢alismada, Turkiye’de tiketime sunulan ¢esitli gidalarda tespit edilen Cromobacter sakazakii prevalanslarinin
meta-analizinin yapilmasi amaclanmustir. Birbirinden bagimsiz olarak yapilmis calismalarda belitlenen C. sakazakii
prevalanslar1 bitlestirilerek Turkiye icin ortak prevalans kestirimi saglanmis ve calismalar arast heterojenlikler
arastirdmistir. Calisma materyalini, 2008-2019 yillar1 arasinda Tirkiye’de yapidmus C. sakazakii prevalansinin
belirlendigi 22 adet calisma ve bu c¢alisgmalarda incelenen 2463 gida numunesi olusturmustur. Meta-analiz
sonucunda C. sakazakii ortak prevalans degeri 0.033 (%95 Giiven araligy; 0.021-0.044) olarak bulunmustur.
Incelenen calismalarda bebek mamast, bebek mamast yaptminda kullanilan hammaddeler, siit ve siit iiriinleri ve et
ve et trtinleri, yeterli prevalans verisi bulundugundan alt gruplar olarak beliflenmis ve alt gruplar arast meta-
regresyon analizi uygulanmustir. Calisma bulgularina gére Turkiye’de C. sakazakii prevalansi; bebek mamast, bebek
mamast hammaddeleri, siit ve siit Griinleri ve et ve et Griinlerinde sirastyla 0.01 (0.00-0.01), 0.11 (0.04-0.18), 0.05
(0.02-0.08) ve 0.03 (0.00-0.06) olarak ortaya konulmustur. Turkiye’de tiiketime sunulan gidalarda C. sakazakii
varligina iliskin yapilan c¢alismalarin 6rneklem buytkligine baglt olarak gostermis olduklart heterojeniteler
giderilmis ve patojenin Turkiye geneli ortak prevalanst hesaplanmustir. Calisma sonucunda etkenin epidemiyolojik
olarak 6nemli oldugu ve tretim zincirinde gida giivenligi yonetim sistemlerinin etkin olarak uygulanmasinin halk
sagligt acisindan gerekli oldugu sonucuna varilmustir.
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GIRIS

Cronobacter sakazakii, gram-negatif, sporsuz, peritrik
flagellalar1 ile hareketli, c¢ubuk sekilli, fakiltatif
anaerobik Ozellikte, Enterobacteriaceae familyasina
mensup olan gida kaynakli bir patojendir (IKucerova
ve ark. 2010, Li ve ark. 2014, Hu ve ark. 2018). 1lk
olarak Ewnterobacter sakazakii olarak isimlendirilen
etken, Iversen ve ark. (2008) tarafindan C. sakazakii
olarak yeniden siflanmustir. Cronobacter spp.’nin C.
sakazakii, C. turicensis, C. universalis, C. dublinensis, C.
malonaticus ve C. muytjensii olmak tzere altt tirinin
gida kaynakli patojenler oldugu farkli calismalarda
bildirilmektedir (Li ve ark. 2014, Garbowska ve ark.
2015, Hu ve ark. 2018). Bu alt1 tiir, stres toleransi ve
virtilans 6zellikleri bakimindan birbirlerinden farkhidur.
Cronobacter tirleri cesitli gida ve gevresel 6rneklerden
izole edilen firsat¢1t patojenler olup enfeksiyonlari
basta yenidoganlarda, ¢ocuklarda ve yasllarda olmak
tizere tim yas gruplarinda rastlanmaktadir. (CDC
2011, Aksu ve ark. 2019). C. sakazakii, intestinal
duvar ve kan-beyin bariyerinden ge¢is yapabilme
kabiliyetinde, htcresel dejenerasyon sekillendiren
endotoksin tretmektedir (Holy ve Forstythe 2014).
Nekrotizan ~ enterokolit, septisemi ve menenjit
sekillenebilen enfeksiyon tablolarinda, bebeklerde
mortalitenin %40’a yakin oldugu rapor edilmektedir
(Holy ve Forstythe 2014). Infant ve bebeklerde
gorilen enfeksiyonlarin %90’dan fazlasi
epidemiyolojik olarak toz bebek formilleri ile
iliskilendirilmektedir (Li ve ark. 2014, Kalyantanda ve
ark. 2015). C. sakazakii, yenidoganlar icin kontamine
toz bebek formilleri ve devam mamalar ile
iligkilendirilse de tahillar, baharatlar, ekmek, et ve et
trtinleri, peynir gibi stt Grinleri, yumurta ve sebze ve
meyveler gibi ¢esitli gidalarda  da  bulundugu
bildirilmektedir (Friederman ve ark. 2007). C.
sakazakii, 6-45°C  arasinda Ureyebilmesi, 1siya,
ultraviyole 1s1§a, radyasyona, oksijen radikallerine,
mide asitligine direncli olmasi, dehidre ve su aktivitesi
disiik toz bebek mamalarinda 2 yila kadar canliligini
koruyabilmesi gibi nedenlerle buyik bir tehlike
olusturmaktadir (Iversen ve ark. 2004, Kalyantanda ve
ark. 2015). Bununla birlikte, kétii hijyenik kogullar ve
kontamine alet ve ekipmanlar, besin bilesenlerinin bu
bakteri ile kontamine olmasina yol agmaktadir (Jaradat
ve ark. 2014).

Pek ¢ok tilkede infant formilleri icin mikrobiyolojik
kriterlerde C. sakazakii sifir tolerans olarak kabul
edilmektedir (Codex 2008, EC 2007, FSANZ 2016).
Turk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik — Kriterler
Tebligi'ne gbre ise bebek formilleri ve devam
formiillerinde (6zel ttbbi amagh diyet gidalar dahil) 25
g numunede C. sakazakii bulunmamasi gerektigi
belirtilmektedir ~ (TGK  2011).  C.  sakazgakii
prevalansina  iliskin  yapimis  bircok  calisma
bulunmaktadir. Bu prevalanslarin degiskenligi daha
kesin sonuglarin elde edilmesi ihtiyacint dogurmustur.
Bu ihtiyaca ¢6ziim olabilecek yontemlerden biri meta-

analiz yontemidir. Meta-analiz, birbirinden bagimsiz
calismalardan elde edilen etki buytkliklerinin uygun
model altinda birlestirilerek ortak etki buyiikligh elde
edilmesi yontemidir. Meta-analiz ile 6rneklem genisligi
arturilarak kesinligi ve giici daha yitksek olan
parametreler elde edilebilmektedir. Bu sebeple, meta-
analiz calismalart giderek Onem kazanmaktadir
(Sutton ve ark. 2001). Bu calismada, Tturkiye’de 2008-
2019 yillar1 arasinda  gerceklestirilmis, tiketime
sunulan cesitli gidalarda C. sakagakii prevalansinin
belirlendigi calisgmalar g6z Oniinde bulundurularak
Turkiye’de ortak C. sakazakii prevalansinin meta-
analiz ile belitlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calisma  materyalini  2008-2019  yillar1  arasinda
Turkiye’de yapilmus gidalarda C. sakazakii prevalansini
hesaplandigt 22 adet caligmadan elde edilen 36
prevalans bulgusu olusturmugtur. Calismalarin analize
dahil etme kriterlerini gOsteren akis semast Sekil 1’de
verilmistir. Meta-analizine bebek mamalari, bebek
mamast hammaddeleri, st ve sit trtnleri, kirmizt et
ve et Uriinleri ve diger gidalardan alinan toplam 2463
gida numunesi dahil edilmistir

Turkiye'de C. sakazakii prevalans: ile ilgili yapilmis
olan ve meta-analizine dahil edilen calismalara iliskin
bilgiler ise Tablo 1’de verilmistir.

Meta-analizine dahil edilen calismalarin calisma etki
buyiikliklerinin ve standart hatalarin dogrusal olup
olmadigint  belitlemek icin  Egger'in  Dogrusal
Regresyon testi kullandmustir.  Yayin  yanliliginin
giderilmesi i¢in Duval ve Tweedie (2000)’nin Trim
and Fill yéntemi uygulanarak ortak prevalans degeri
tekrar hesaplanmistir. Calisma ici varyansin yant sira
calismalar arasindaki varyansi tespit etmek amaciyla
rastgele etki modeli (DerSimonian-Laird y6ntemi)
kullantlmigtir.  Calismalarin  etki buytkliklerine ait
heterojenligin - degerlendirilmesinde (k-1) serbestlik
dereceli Cochrane’s Q  istatistifi, heterojenlik
seviyesini belirlemek icin I? istatistigi ve c¢aligmalar
arasindaki gercek varyansin tespiti icin 12 istatistigi
kullamlmustir. I2 degeri, Patsopoulos ve ark. tarafindan
(2008) onerilen ti¢ kategori (%25’in altinda ise distk,
%25-50 arast orta, %50’nin tizeri yiiksek heterojenlik)
kullanilarak degerlendirilmistir.

Calismada gida tirlerine gore (bebek mamalari, bebek
mamasi hammaddeleri, sut ve sut urtinleri ve kirmizt
et ve et Urlnleri) olusturulan alt gruplar arasinda
heterojenlik dl¢imi yapilarak, ortak etki buyuklikleri
bakimindan  kargilastirmalar  yapilmustir. Meta-
regresyon analizinde, bagimli degisken etki buyuklugi
(C. sakazakii prevalansi) olup, bagimsiz degisken (gida
tirleri) ile arasindaki iliski belirlenerek modellenmistir.
Meta-regresyon analizi  sonucunda elde edilen
belirtme katsayist (R?) istatistigi ile gercek etkilerdeki
varyansin ne kadarinin bagimsiz degisken tarafindan
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aciklandigr  hesaplanmistir.  Calisma  kapsaminda
analizler R 3.6.1 (www.r-project.org) kullanilarak
yapimistir.,

BULGULAR

Yapilan meta-analiz sonucunda Turkiye’de satisa
sunulan gidalarda C. sakazakii ortak prevalans degeri
0.033 (%95 Given aralig;; 0.021-0.044) olarak
hesaplanmis olup istatistiksel olarak anlamli oldugu
ortaya konmustur (p<0.001). Egger'n Dogrusal
Regresyon testi sonucunda ¢alisma Srnekleminin yanli
oldugu belitrlenmistir (t-degeri: 7.47, p<0.001). Meta-
analiz sonucunda c¢alismalar arasinda heterojenlik
bulunmustur ve gézlenen etkilerdeki varyans gergek
etkilerdeki varyansin %71°ni vermektedir (Cochrane’s
Q= 120.76, df= 35, I’= 71). Bu nedenle rastgele etki
modeli kullanilmistir. Burada Cochrane’s QQ istatistigi
gozlenen etki buytkliklerinin = agirlikli  kareler
toplamint gostermektedir. Calismada elde edilen huni
grafigi Sekil 2°de gosterilmektedir.

Calismalar kapsaminda uygulanan Trim and Fill
yonteminde yayin yanliliginin giderilmesi icin analize
14 ayrt  prevalans degeri eklenmistir. Bunun
sonucunda ortak prevalans 0,012 (%95 Guiven araliy;
0.00-0.025) ve Cochrane’s Q istatistigi ise 228.94
olarak duzeltilmistir.

Alt grup analizlerinde bebek mamalari, bebek mamasi
hammaddeleti, sit ve st trtinleri ve kirmizt et ve et
triinleri icin ortak prevalans degerleri hesaplanmus;
gida tlrleri arasindaki iliskileri belirlemek icin ise
meta-regresyon analizi yapidmistir. Tablo 2’de gida
tirlerine gore yapilan altgrup analizlerinde ortak

prevalans ve giiven araliklari, Cochrane’s Q, I ve 2
test istatistikleri verilmistir. Altgrup analizi sonucunda
gida tirlerine gére C. sakazakii prevalansinin
degisiklik gosterdigi ve gida tiirlerinin ortak prevalans
tizerinde anlamlt bir etkisinin bulundugu gorilmustiir
(Q= 17.21, df= 3, p<0.001). Buna gére, en disik C.
sakazakii prevalanst (0.005 (CI: 0.00-0.01), Q=9.92,
df=11, 2 0.0) bebek mamalarinda bulunurken, en
yitksek prevalans degeri ise bebek mamast yapiminda
kullanilan hammaddelerde (0.11 (CI: 0.04-0.18), Q=
13.81, df=4, > 71) oldugu belirlenmistir. Gida
tiplerine gore beliflenmis olan alt gruplarda C.
sakazakii prevalans degerleri Sekil 3°de detaylt olarak
gOsterilmistir.

Meta-regresyon analizine gore C. sakagakii prevalansi
gida tiirlerine gore degismektedir (p<0.05) (Tablo 3).
Bebek mamast yapiminda kullanilan hammaddelerde
ve siit ve siit tirinlerinde bebek mamalarina gore daha
yiksek C. sakagakii riski hesaplanmis ve istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Fakat, kirmiz
et ve et Urdnlerinin C. sakazakii prevalansi tizerindeki
etkisi anlamli bulunmamistir (p>0.05). Regresyon
modeline gore gercek etkilerdeki varyansin %47’si
gida  tirleri  tarafindan  agiklanmaktadir  (R2
Analog=0,47). Marul, cilek, kirmiz1 biber, baharatlar,
karides, sekerleme, hazit toz cotba ve meyve ve
sebzeler gibi gida matrislerinde belirlenen C. sakazakii
prevalans  verileri s6z konusu etkenin genel
prevalansinin  belitlenmesinde g6z 6ntinde
bulundurulmus ancak yeterli sayida ¢alisma olmadigt
icin alt grup ve meta-regresyon analizlerinde kapsam
dist brrakilmustir.

calismalar (n=749)

e Elektronik veri tabani arastirmasi (Google Akademik) sonucu bulunan

® Literatlir taramasinda sirasiyla Cronobacter sakazakii, Prevalans ve Turkiye
anahtar kelimeleri kullanilmistir.

v

Meta analize dahil edilen calismalarin;

e Gida numunelerinde C. sakazakii prevalansini belirtmis olmasi
® Turkiye'de gergeklestirilmis olmasi

v

Taranan Szetler (n=749)

Uygun bulunan tam metin
makaleler/ tezler (n=24)

»| Haric¢ tutulan &zetler (n=725)

Harig tutulan tez ve makaleler ve

h 4

Y

nedenleri (n=2)

L Etki bayuklGgunit hesaplamak

icin yeterli verinin

Meta analize dahil edilmis

calismalar (n=22)

{Dahil EtmeJ[ Uygunluk J {Dahil Etme Kriterleri ( Literatiir TaramasJ

bulunmamasi

Sekil 1. Calismalarin Meta-analize dahil etme kriterleri ile ilgili akis semast
Figure 1. Flow diagram of the criteria for selection of studies in the meta-analysis
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Sekil 2. 2008-2019 yillart arasinda yaymnlanmus C. sakagakii prevalans calismalart 6rneklemlerine ait
huni grafigi (n = 22)

Figure 2. Funnel plot for estimates in meta-analysis of C. sakazakii prevalence studies published from
2008 to 2019 (n = 22)

Study Events Total Proportion 95%—CIl Weight
Matyar et al., 2008 1 90 =— 0.01 [0.00: 0.08] 51%
Koluman, 2011 1 40 =— 0.02 [0.00: 0.13] 29%
Kimiran Erdem ve ark., 2013 13 50 —_—-— 0.26 [0.15; 0.40] 0.8%
Aksu et al., 2016 8 100 —— 0.08 [0.04: 0.15] 26%
Demirci et al., 2018 3 20 —m——————— 0.15 [0.03: 0.38] 0.5%
Aksu et al_, 2019 8 117 —==— 0.07 [0.03; 0.13] 31%

_ [ - £

Tokatli, 2009

3 0.05 [0.01:0.13] 26%
Guner etal., 2011 o 0.00 [0.00: 0.03] 6.0%
Menga., 2011 o 0.00 [0.00: 0.03] 6.0%
Polat yemis, 2011 1 0.01 [0.00: 0.04] 57%
Dalkilic Kaya., 2011 2 0.04 [0.00:; 0.13] 29%
Koluman, 2011 o} 0.00 [0.00: 0.17] 21%
Cakmak, 2012 4 0.01 [0.00: 0.03] 59%
Cetingurbuz, 2013 1 0.05 [0.00; 0.25] 12%
Sezer et al., 2015 o} 0.00 [0.00: 0.07] 46%
Heperkan et al., 2017 2 0.04 [0.00: 0.13] 29%
Ozcakmak ve Cetinkaya, 2018 o 0.00 [0.00: 0.25] 1.1%
Demirci et al., 2018 o} : 0.00 [0.00: 0.17] 21%
Rar f ts 1 el 1 o ).01 [O 1
Foo pes = Milk and dair prodt s
Gokmen etal., 2010 5 160 —— 0.03 [0.01; 0.07] 46%
Karatas, 2011 =} 100 —=—— 0.09 [0.04: 0.18] 2.5%
Dalkilic Kaya, 2011 5 40 G 0.12 [0.04: 0.27] 1.0%
Cakmak, 2012 o 50 -— 0.00 [0.00: 0.07] 46%
Abebe, 2013 2 50 & 0.04 [0.00: 0.14] 26%
Cetingurbuz, 2013 8 50 | —=——— 0.16 [0.07; 0.29] 1.0%
Akgul keser, 2015 o 20— 0.00 [0.00: 0.17] 21%
Heperkan et al., 2017 5 59 —=— 0.08 [0.03: 0.19] 1.8%
Demirci et al., 2018 7 20 0.35 [0.15: 0.59] 0.3%
Aksu et al., 2019 o 52 —— 0.00 [0.00: 0.07] 4.7%
Food.Types = Infar rmula ing:s i
Polat yemis. 2011 14 60 _ - 0.23 [0.13; 0.36] 1.0%
Cetinkaya et al., 2013 4 12 0.33 [0.10: 0.65] 02%
Aksu et al_, 2016 5 51 — 0.10 [0.03: 0.21] 1.5%
Cava Gumus et al., 2017 3 60 = 0.05 [0.01: 0.14] 2.5%
Demirci et al., 2018 3 60 —=——— 0.05 [0.01: 0.14] 25%
Koluman, 2011 2 45 ———— 0.04 [0.01:0.15] 23%
Abebe, 2013 3 50 —=——— 0.06 [0.01:0.17] 2.0%
Aksu et al., 2019 (o} 50 —— 0.00 [0.00: 0.07] 46%
Random effects model 2463 < 0.03 [0.02; 0.04] 100.0%
Heterogeneity: /~ = 71%, ©© = 0.0005, p < 0.01 I T T T T T 1
Residual heterogeneity: /* = 65%, p < 0.01 o] 01 02 03 04 05 086

Sekil 3. C. sakazakii prevalans ¢alismalarina ait orman grafigi
Figure 3. Forest plot of the prevalence of C. sakazakii studies



Tablo 1. Turkiye’de 2008-2019 yillart arasinda C. sakazakii prevalanst ile ilgili yapilmis olan ve meta-analize dahil
edilen calismalarin 6zellikleri

Table 1. Characteristics of C. sakazakii prevalence studies included in the meta-analysis in Turkey between 2008-
2019

Numun Pozitif
Calisma :a 1‘; € numune Prevalans Gida Turd
y say1st
Matyar ve ark. 2008 90 1 0.01 Diger
Tokatli 2009 62 3 0.05 Bebek Mamast
Gokmen ve ark. 2010 160 5 0.03 Siit ve Siit Urtinleri
Guner ve ark. 2011 132 0 0 Bebek Mamast
Karatas, 2011 100 9 0.09 Siit ve Siit Uriinleri
Menga, 2011 140 0 0 Bebek Mamast
. 140 1 0.01 Bebek Mamast
Polat Yemis 2011 60 14 0.23 Bebek Mamast Hammaddeleri
55 2 0.04 Bebek Mamast
Dallahic Kaya 2011 40 5 0.13 Siit ve Siit Uriinleri
20 0 0 Bebek Mamast
Koluman 2011 45 2 0.04 Et ve Et Uriinleri
40 1 0.03 Diger
350 4 0.01 Bebek Mamast
Gakmal 2012 50 0 0 Siit ve Siit Uriinleri
50 2 0.04 Sit ve Siit Urtinleti
Abebe 2013 50 3 0.06 Et ve Et Uriinleri
Cetinkaya ve ark. 2013 12 4 0.33 Bebek Mamast Hammaddeleri
C g 50 8 0.16 Sit ve Siit Urtinleri
Getinglirbiiz 2013 20 1 0.05 Bebek Mamast
Kimiran Erdem ve ark. 2013 50 13 0.26 Diger
Sezer ve ark. 2015 50 0 0 Bebek Mamast
Akgtil Keser 2015 20 0 0 Sit ve Siit Urtinleti
51 5 0.1 Bebek Mamast Hammaddeleri
Aksu ve ark. 2016 100 3 0.08 Diger
59 5 0.08 Sit ve Sit Urtinleri
Heperkan ve ark. 2017 55 5 0.04 Bebek Mamast
Cava Gumis ve ark. 2017 60 3 0.05 Bebek Mamast Hammaddeleri
Ozcakmak ve Cetinkaya. 2018 13 0 0 Bebek Mamast
20 0 0 Bebek Mamast
. 60 3 0.05 Bebek Mamast Hammaddeleri
k. 201 ..
Demirei ve atk. 2018 20 7 0.35 Siit ve Siit Uriinleri
20 3 0.15 Diger
52 0 0 Sit ve Stt Urtinleti
Aksu ve ark. 2019 50 0 0 Et ve Et Uriinleri
117 8 0.07 Diger
Toplam 2463 122 0.03

Bebek Mamasi; Yeni Dogan ve Devam Formiilleri

Bebek Mamas1 Hammaddeleri; Irmik, Pirinc Unu, Nisasta, Cavdar Unu, Yulaf Unu, Rezene

Et ve Et Uriinleri; Kiyma

Siit ve Siit Uriinleri; Siit, Siit Tozu, Peyniraltt Suyu Tozu, Peynir

Diger; Marul, Cilek, Kirmizi Biber, Baharat/Otlar, Karides, Sekerleme, Ttketime Hazir Gidalar, Hazir Corba, Meyve ve
Sebzeler, Cevresel Toz
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Tablo 2. Gida tirlerine gbre yapilan alt grup analizleri
Table 2. Subgroup analysis according to food types

Degiskenler C. sakazakii Prevalanslari Heterojenlik
1 Ornek Pozitif P
Gida Tiieleri Caligma me rnek Prevalans %95 GA . . Cochrane’s Q P (%) ?
1da Tirleri say1st Sayis1 sayist Degeri
Bebek mamast 12 1057 13 0.01 (0.00-0.01) 0.54 9.92 0 <0.001
Eebek mamast 10 243 29 0.11 0.04-0.18)  <0.01 13.81 71 0.004
ammaddeleri
Siit ve stt Griinleri 5 601 41 0.05 (0.02-0.08) <0.01 35.49 75 0.002
Et ve et Urtnleri 3 145 5 0.03 (0.00-0.06) 0.14 3.89 49 0.001
Cochrane’s Q: Gézlenen etki buyiikliklerinin agirliklt kareler toplami;
P %: Gercek varyansin gbzlenen varyansa oran;
12 Gergek etkilerdeki calismalar arast varyans;
GA: Guven Araligt
Tablo 3. Farkli gida tiirlerinde gézlenen C. sakazaki prevalanslarinin meta-regresyon analizleti
Table 3. Meta-regression analysis of the prevalence of C. sakazaki in food subgroups
.l Z- . . Istatistik 6nem kontrolii
Gida Trleri N Katsay1 SH degeri PDegeri (Cochrane’s Q)
Sabit 30 0.01 0.007 1.43 0.153
Bebek mamasi (Referans) 12 0.00 - - - Q_d}5.3266
Bebek mamast hammaddeleti 10 0.07 0.021 3.66 <0.001 o Sg 20
Stt ve sut trtinleri 5 0.03 0.012 2.07 0.039 P'ZO (')02
Et ve et iirtinleri 3 0.01 0.018 0.64 0.521 '

N: Calisma sayis;; SH: Standart Hata; R?2 Analog= 0.47
TARTISMA

Meta-analiz, birbirinden bagimsiz ve aynt etki
buyikligini ihtiva eden ¢alismalarin sonuglarinin
birlestirilip yeniden yorumlanmasint hedefleyen bir
yontemidir. Bu yontem, bazi dezavantajlari oldugu
dustinilmesine karsin  popilasyon  gercek  etki
buyikligine iliskin daha giicli ve kesin tahmin
yapma ve Dbireysel calismalardaki tutarsizliklarin
giderilmesi hususunda 6nemli bir yer edinmistir.
Meta-analizin kullanimi tip, veteriner hekimlik, tarim
ve egitim gibi bircok alanda yayginlasmistir. Meta-
analiz calismalart  daha c¢ok sosyal bilimlerde
yapilmakta ancak son zamanlarda saglik bilimleri ve
gida glvenligi aragtirmalarinda da meta-analiz
yapildigr  gorilmektedir.  Gida  mikrobiyolojisi
acisindan meta-analiz olduk¢a giincel ve amaca
yonelik bir metot olarak degerlendirilmekte ve farkl
patojenler ile ilgili bircok calisgmaya rastlanmaktadir.
Ornegin, Churchill ve ark. (2019), sarkiteri eti,
yumusak peynir ve paketlenmis salatadaki Iisteria
monocytogenes  prevalansini  meta-analiz  ile  ortaya
koymayt amaclamistir. Assefa ve Bihon (2018),
Etiyopya’da farkl hayvan kaynaklt gidalarda Escherichia
coli prevalans verilerini aynt metot ile bir araya
getirmistir. Gutema ve ark (2019), 2000-2017 yullart
arasinda  yaymlanan calismalarin  meta-analizini
uygulayarak saglikll sigirlarda  Salmonellinin  ortak
prevalansini tahmin etmeyi ve serotip cesitliligini
incelemeyi amaclamislardir.

Turkiye’de farkli bolgelerde, cesitli gida tiplerinde
Cronobacter ~ ile  ilgili ~ prevalans  ¢alismalari
bulunmaktadir. Bu c¢alismada, Tiurkiye’de satisa
sunulan gidalarda C. sakagakirnin ortak prevalans
oranini belirlemek amactyla mevcut birincil

calismalarin sonuclarini nicel olarak bitlestiren bir
meta-analiz yapilarak ortak bir prevalans ortaya
konulmustur. C. sakazakiiye iliskin ortak prevalans
degeri 0.03 (%95 Giiven arahgy; 0.02-0.04) olarak
hesaplanmis olup istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (p<<0.001). Buna karsin, Demirci ve ark
(2018), C. sakazakii prevalansini 0.35 belirlemisken;
Cakmak (2012), inceledigi hicbir gida numunesinde C.
Sakazakii tespit etmemistir. Bu sartlarda Turkiye’nin
farkli bolgelerinde gerceklestirilmis olan bagimsiz ve
heterojen ¢alisma bulgularinin istatstistiksel olarak bir
araya getirilmesi ile C. sakazakii prevalanst ile ilgili
tlke genelini yansitan net bir veri elde edildigi
distuntlmektedir.

Calisma  kapsaminda  gerceklestirilen  alt  grup
analizlerinde, en yiksek C. sakazakii prevalansi bebek
mamast hammaddelerinde (0.11), en diisitk prevalans
ise bebek mamasinda bulunmustur (0.01). Calismaya
dahil edilmis olan bebek mamasina iliskin en yiksek
C. sakazakii prevalanst 0.48 (Tokath 2009) iken en
disiik prevalans ise 0 olarak bulunmustur. Bebek
mamast hammaddelerine iligkin ise en yiksek
prevalans 0.33 (Cetinkaya ve ark. 2013) olarak
belirlenirken, en dusiik prevalans ise 0.05 (Cava
Gimis ve ark. 2017, Demirci ve ark. 2018) olarak
rapor edilmistir. Sani ve Odeyemi (2015)’nin dinya
genelinde Cronobacter spp. prevalans calismalarint bir
araya getirdigi meta-analiz sonuglarina gore, bitkisel
kaynakli gida maddelerinde prevalans orant 0.201
(%95 gliven araligr 0.168-0.238) olup Cronobacter spp.
varliginin hayvansal gidalara (0.08 (%95 giiven araligi
0.066-0.096)) oranla daha yaygin; heterojenlik
acisindan baharat ve sebze gibi bitkisel kaynakli gida
maddelerinin (2 = 84), hayvansal gidalara oranla (2
= 82) daha yiiksek oldugu rapor edilmistir. Bitkisel
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kaynakli gidalarin Cromobacter spp.’ye rezervuar teskil
ederek kontaminasyon yolu olusturdugu sonucuna
ulasilmistir (Sani ve Odeyemi 2015). Bu ¢alismada da
bebek formiillerinde kullanilan  bitkisel ~kaynakli
hammaddelerin (irmik, piring unu, nisasta), diger gida
maddelerine oranla C. sakazakii agisindan yiksek
prevalans  gOsterdigi  sonucuna  varilmustir.  Bu
durumda calisma sonuglarinin, Sani ve Odeyemi’nin
(2015) bulgulari ile paralellik gosterdigi gortilmektedir.

Prevalans calismalarindan  yola  cikilarak, besin
iceriklerinin tozlastirismus, kurutulmus ve disik su
aktivitelerine sahip olmasi 6zellikleri gbz Oniinde
bulunduruldugunda, C. sakazakii Ozellikle bebek
formili Gretiminde direncli bir gida patojeni oldugu
bilinmektedir. Enterobacteriacea ailesine ait olan ve
digiik su aktivitesi seviyelerinde canliligint uzun siire
surdiiren C. sakazaki’nin toz bebek mamalarinda ve
kuru bilesenlerde bulunma olasilig1 yiksektir. Bu
durum nedeniyle hassas grupta yer alan infantlar C.
sakazakii acisindan tehlike altindadir. Van acker ve
ark. (2001) tarafindan bildirilen 12 yenidogan bebekte
gorillen siit bazli toz bebek mamalarinindan
kaynaklandigi ortaya konmus nekrotize enterokolitis
lle karakterize C. sakagakii salgii, patojenin
ciddiyetini ortaya koymaktadir. Bu sebeple hammadde
eldesinden itibaren gidanin tiketiciye sunulmasina
kadar tim gida zincirinde gida givenligi uygun
diizeyde tesis edilerek son Urinde intrinsik ve
ekstrinsik tim kontaminasyon kaynaklari elemine
edilmelidir. Bu c¢alisma ile meta-analiz yonteminin
gida kaynaklt patojenlerin prevalanslarint belirlemede,
boylece hastalik etkenlerinin elimine edilmesi icin
stratejilerin - gelistirilmesinde  ve  yeni  ¢alisma
alanlarinin ~ belirlenmesinde  etkili  olabilecegi
distinilmektedir. Bu calisma ile Tirkiye’de yapilmis
C. Sakazaaki prevalanst ile ilgili elektronik ortamda
yaymnlanmis tim calismalara ulasilmaya calisilmis ve
ortak prevalans degeri hesaplanmistir. Ancak Caligma
kapsaminda sonuglarin  daha  glvenilir  olmasi
acisindan c¢ok sayida makaleye ulagsmali ve bunun
ulusal degerlendirme yani sira uluslararast analizlerin
de yapimas:t gerekliligi ortaya ¢ikmustir. Tirkiye
capinda yapilacak meta-analiz, risk analiz calismalari
ve noral network tabanli makine 6grenmesi gibi yeni
teknolojik analiz yontemlerinin gida glvenligi ve
6ngorict/tahminsel mikrobiyoloji alanlarinda
uygulanmasi gerekliligi halk saglhigi acisindan énem arz
etmektedir.

Cikar Catigmasi: Yazarlar, cikar catismast olmadigin
beyan eder.
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ABSTRACT
Hibernation is a survival adaptation characterized by extended fasting when food is less or unavailable. Prolonged
fast may affects various proteins expression including galectins binding B-galactosyl. There is no data on the
expression of Galectin-1 and -3 (Gal-1 and -3) during hibernation. This study aimed to examine the expression of
Gal-1 and -3 in hibernating Anatolian ground squitrel (Spermophilus xanthoprymnus) gastrointestinal tract. Intense
Gal-1 immunostaining was observed in some cells of both gastric lamina propria and villous connective tissue of
the small intestine. In colon and cecum, intense Gal-1 immunoreaction was observed in some connective tissue
cells around the crypt epithelium, as well as in the smooth muscles of vessel walls, lamina muscularis and tunica
muscularis of all the regions. Gastric foveolar epithelium showed moderate nuclear and intracytoplasmic Gal-3
immunostaining. Moreover, Gal-3 immunostaining was detected in villous epithelial cells of the duodenum and
ileum. Intense Gal-3 labeling also was present in all the cryptal surface epithelial cells of the colon and cecum. In
conclusion, both Gal-land Gal-3 expression in gastrointestinal tract during hibernation was similar to that of
non-hibernating species. In the gastrointestinal tract, Gal-1 did not display different expression pattern, whereas
Gal-3 expression was more intense in large intestine epithelium.
Keywords: Anatolian ground squitrel, Galectin, Hibernation, Spermophilus xanthoprymnus

kkk

Hibernasyondaki Anadolu Yer Sincabi1 (Spermophilus xanthoprymnus) Gastrointestinal Kanalinda
Galektin-1 ve Galektin-3"iin Ekspresyon Paternleri

oz

Hibernasyon, besinin az oldugu veya hi¢ olmadigi uzun streli aclik ile karakterize olan durumlarda hayatta kalma
adaptasyonudur. Uzun siireli aclik [-galaktozil baglayan galektinler de dahil olmak tzere bir ¢ok proteinin
ekspresyonunu etkileyebilir. Galektinler, 3-galaktozil baglayan proteinlerdir. Hibernasyonda Galektin-1 ve -3 (Gal-
1 ve-3)’tin ekspresyonuna iliskin herhangi bir veri bulunmamaktadir. Bu ¢alismada hibernasyondaki Anadolu yer
sincab1  (Spermophilus  xanthoprymmnus) gastrointestinal kanalinda Gal-1 ve 3’tin ckspresyonunun incelenmesi
amaclanmistir. Hem gastrik lamina propria hem de ince bagirsagin villéz bag dokusundaki bazt hiicrelerde yogun
Gal-1 immiin boyanmast gézlendi. Gastrointestinal kanalin bitin bélimlerindeki damar duvatlari, lamina
muskularis ve tunika muskularisindeki diiz kaslarda yogun Gal-1 ekspresyonu gbzlendi. Ayrica kolon ve sekumda
kript epiteli etrafindaki bazt bag dokusu hiicrelerinde de yogun Gal-1 immunoreaksiyonu belirlendi. Gastrik
foveoler epitel hiicreleri orta derecede niikleer ve intrasitoplazmik Gal-3 immun reaksiyon gésterdi. Duodenum ve
ileumun villoz epitel hiicrelerinde Gal-3 immtin boyamasi tespit edildi. Ayrica, kolon ve sekumdaki kriptlerin
ylzey epitel hiicrelerinde yogun Gal-3 boyanmast goriildii. Sonug olarak hibernasyon siirecinde gastrointestinal
kanaldaki hem Gal-1 hem de Gal-3 ekspresyonu hibernasyona yatmayan tiirlerle benzerdi. Gastrointestinal kanal
bélimlerinde Gal-1 ekspresyonu agisindan farklilik gbzlenmezken, Gal-3 ekspresyonu diger gastrointestinal
bélimlere nazaran kalin bagisak epitelinde daha yogundu.

Anahtar Kelimeler: Anadolu yer sincabi, Galektin, Hibernasyon, Spermophilus xanthoprynmus
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INTRODUCTION

Galectins, also known as soluble-type lectins, are a
family of proteins and bind B-galactosyl-containing
glycoconjugates with a high affinity. Fifteen galectins
have been discovered in mammals until now and all
of them possess a common carbohydrate recognition
domain (CRD) (Nio-Kobayash 2017). From the point
of view of protein structure, some galectins (Galectin
1 and 2 termed as a prototype) include only one CRD
and are found as dimers while other galectins
(Galectin 4, 8, and 9) harbor two non-identical CRDs
linked with a short linking region (tandem repeat
type). Galectin-3 (the chimera type) is distinctive as it
is found as a monomer and consists of only one C-
terminal CRD  co-existed with an N-terminal
regulatory domain (Houzelstein et al. 2004). Most of
galectins are produced by various cell types and are
found in both intracellular and extracellular locations.
Intracellular galectins might affect various biological
processes and cellular signaling through protein-
protein interactions in a way that is independent of
their glycan-binding activity (Liu et al. 2002) while
extracellular galectins control the activity of cytokines
by having an effect on their levels of expression and
secretion and by impeding the diffusion of cytokines
through the extracellular matrix (Gordon-Alonso et
al. 2018). Though binding ecither bivalently or
multivalently to glycoconjugates on cell surfaces and
cross-linking with them, galectins could regulate
cellular processes such as cytokine secretion,
apoptosis, migration and adhesion (Rubinstein et al.
2004). In this respect, galectins have been involved in
various cellular functions, including differentiation,
activation, regulation and survival of T cells and,
therefore, may have key roles in the regulation of
chronic inflammatory disorders like inflammatory
bowel diseases (IBD) and other autoimmune diseases
(Miiller et al. 2000). The digestive system of mammals
contains a lot of galectins (Nio et al. 2005). Gal-1 and
-3 are the most examined members of the galectin
family. Surprisingly, Gal-1 is widely expressed in
different portions of the mouse and human
gastrointestinal system and is involved in some
intestinal disorders such as IBD and colorectal cancer
(Santucci et al. 2003, Mizoguchi and Mizoguchi 2007,
Hokama et al. 2008, Ose et al. 2012). On the other
hand, Gal-3 is highly produced by subepithelial
macrophages and enterocytes in the gastrointestinal
tract (Lotz et al. 1993, Brazowski et al. 2009). Gal-3
is predominately found in giant inclusions at the
apical membrane of confluent enterocytes. Gal-3 has
been reported to be secreted from a variety of cell
types through a nonclassical secretory pathway
(Cooper and Barondes 1990, Huflejt et al. 1997,
Puthenedam et al. 2011).

Hibernators, including the Anatolian ground squitrels
examined here, provide the unique opportunity to
investigate what is naturally organ preservation.

Torpor bouts, which are characterized by minimal
body temperature and suppressed metabolism (2—4%
of euthermic levels), greatly resemble cold periods (2—
4°C) used for organ preservation (Green 2000).
Although  hibernating  animals  become  well
acclimatized to harsh winter conditions and tend to
rely heavily on these radical changes for survival each
year, hibernation could be considered to be stressful
to the gastrointestinal tract from various aspects
including prolonged hypothermia, extended fasting,
redistribution of blood flow and rapid changes in
metabolism (Carey et al. 2001). The gastrointestinal
immune system exhibits some alterations during
hibernation. Indeed, long torpor phase makes gut
epithelium leakier, which in turn leads to the passage
of many molecules and bacteria in an uncontrolled
manner (Kurtz and Carey 2007). The increased
permeability may give rise to a hyperactivation of the
immune system in hibernating mammals. Although
gastrointestinal tract stunningly harbors a higher
number of immune cells during hibernation, the
mucosal structure seems to escape unscathed from
the torpor bouts and there exist no observable signs
of pathology (Kurtz and Carey 2007, Sisa et al. 2017).
Many studies exist on Gal-1 and -3 expression in
gastrointestinal tract of non-hibernating animals (Nio-
Kobayash 2017). However, there is a lack of
knowledge in their expression in gastrointestinal tract
during hibernation. Knowledge of how hibernation
influences Gal-1 and 3 expression in the
gastrointestinal tract being exposed to various
stressful  factors might shed new light on
gastrointestinal physiology and contribute to success
rates of intestinal surgery, including transplantation.
For this purpose, we aimed to investigate Gal-1 and -
3 expression in hibernating Anatolian ground squirrel
(Spermophilus xanthoprymnus) gastrointestinal tract.

MATERIAL and METHODS

Experimental Design and Ethical Declaration

Animal experiments were conducted in accordance
with the guidelines on Animal Care and Use after
approval (#15/140) by Local Ethics Committee for
Animal  Experiments of Erciyes  University
(HADYEK). Six male Anatolian ground squirrels
(Spermophilus ~ xanthoprymnus) were included in the
study. Animals’ weights were within the range of 300
to 380g. Squirrels were wild captured from steppes
with the help of Tomahawk Traps (Model #202) in
Develi (Kayseri, Turkey) in August 2016. Thus, their
absolute ages are unknown. Squirrels were then
transported to the laboratory where they were put in
quarantine for about one week in cages with a steady
laboratory temperature of 21°C under 12:12 h light-
dark cycle conditions until ensuring they had very
healthy. Squirrels that would enter hibernation were
fed on fresh fruit, sunflower seeds, standard rodent
mix and water ad /ibitum untl they saved enough
quantities of fat before hibernation. Initially, the
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ambient temperature was adjusted to 21 + 1°C and
the artificial photoperiodic conditions (light-dark
cycle, 200-0 lux) was adjusted to imitate the external
photoperiod. Environment temperature was fallen to
6°C from September 2016 to December 2016. The
food substances were taken away from the cages.
Lights were turned out to make the transition into
torpor easier. When going into the laboratory, a red
safe light (3-5 lux) was shut on in order not to
frichten torpid squitrels. Three months later, squirrels
were anesthetized with intraperitoneal ketamine (88.9
mg/ml) and xylazine (11.1 mg/ml) and euthanized
with cardiac puncture (Olson and McCabe 19806).
After that, stomach and intestine parts were quickly
removed from each animal and dissected. The
stomach and intestine samples were fixed in 10%
formol-alcohol solution. After histological fixation,
the samples were dehydrated in ascending series of
ethanol. The tissue samples were then passed through
a series of methyl benzoate and benzol. After
clearing, the samples were embedded in paraplast for
permanent tissue blocks.

Immunohistochemical Analysis

Sections (5 um in thickness) were obtained from
stomach and intestine blocks by employing a rotary
microtome (Leica RM2125RT) and collected on poly-
l-ysine coated slides. The Labeled Streptavidin—
Biotin (LSAB) staining method was performed for
immunohistochemical analysis as previously described
(Ozbek et al. 2018). Slides were deparaffinized with
xylene and rehydrated by passing through alcohol
series  (from 100%, 96%, 80% to 70%). Upon
washing with phosphate-buffered saline (PBS),
antigen retrieval was performed by heating sections in
a citrate buffer (0.01 M, pH 6.0) within a microwave
oven at full power for 20 min to unmask antigenic
epitopes. Then, slides were cooled down at room
temperature for 20 min, following washing in PBS
containing 0,2% Triton X-100 to enhance the
membrane  permeability.  Then,  endogenous
peroxidase activity was inhibited by incubating in 3%
hydrogen peroxide (H20») in distilled water in a dark
humidity chamber. Sections were then rinsed for 15
min in PBS and encircled by a liquid blocker. Non-
specific binding was blocked using Ultra V Block.
After removed more solution from the sections,
slides were treated with anti-Galectin-1 and-3 primary
antibodies listed in Table 1 overnight at 4°C. The
next day, procedures were resumed. 3-amino-9-
ethylcarbazole (AEC, #T'A-125-HA) was added onto
slides to demonstrate the resultant signal. The slides
were counterstained with Gill’s hematoxylin and
mounted in a water-based mounting medium (# TA-
060-UG). All dilutions were determined according to
manufacturer’s instructions. The
immunohistochemical  staining  specificity ~ was
confirmed through negative and positive controls.
Both normal rabbit IgG (non-immune sera, #sc-
2027) and PBS were replaced with the primary

antibodies for negative controls. Squirrel testes and
epididymis were employed for positive control.
Immunohistochemical procedure was repeated three
times for each sample to confirm staining reliability.

Semi-quantitative assessment of immunostaining
Immunoreactive sections were assessed using BX51
microscope (Olympus). Photographs were then taken
with the help of a digital camera (DP74). We used
three sections cut at 50 um interval for each animal.
Four randomly selected areas were examined per
section. Immunostaining was evaluated
semiquantitatively using an intensity score (IS). The
IS of the immunostaining reactivities in the cells was
determined independently by the authors. The
staining intensity of Gal-1 and Gal-3 in the
gastrointestinal tract was examined microscopically at
40, 100, 200 and 400 magnification. Results of IS
were presented as 0 (no staining), + (weak staining),
++ (moderate staining) and +++ (intense staining) as
previously described (Oztop et al. 2019). Semi-
quantitative scoring is summarized in Table 2.

RESULTS

Galectin-1 Staining

We examined all three parts of the stomach, including
cardia, fundus and pylorus. In the all three parts,
some cells in the lamina propria show intense
immunoreaction. We also observed intense labelling
in smooth muscle cells of vessel walls, lamina
muscularis, and tunica muscularis. In the small
intestine, intense immunostaining was detected in
some cells of the villous connective tissue while few
cells were positive for Gal-1 in submucosa. In the
colon and cecum, intense immunoreaction was also
observed in some connective tissue cells around
crypts epithelium. As in stomach, we detected an
intense immunostaining in smooth muscles of vessel
walls, lamina muscularis and tunica muscularis (Fig. 1
and 2).

Galectin-3 Staining

Gastric foveolar epithelium showed moderate nuclear
and intracytoplasmic immunostaining in all three
parts of the stomach, including cardia, fundus and
pylorus. In the duodenum and ileum, we observed
immunostaining in villous epithelial cells but not in
crypt epithelium. Interestingly, some cells in the
intestinal villi were not positive for Gal-3. In the
colon and cecum, we detected an intense labelling in
all surface cells of crypt epithelium but not in cells at
bottom of crypts (Fig. 3 and 4).

79



P R N . 3o
Figure 1. Representative images showing positive control (a), negative control (b) and Gal-1
expression in hibernating Anatolian ground squitrel (Spermophilus xanthoprymnus) stomach (c, d) and
duodenum (e, f). Peritubular myoid cells (green arrowheads) and vessel walls (red arrowheads) showed
positive immunostaining in control testis. In stomach and duodenum, intense immunostaining was
observed in smooth muscles of vessel walls (red arrows), lamina muscularis (blue arrows), and tunica
muscularis (black asterisk). Some cells of lamina propria (black arrows) also were intensely positive for
Gal-1. Bars: 50 um (b, €) and 20 um (a, c, d, ).

B L

R 3
Gal-1 expression in hibernating

esentative images

Anatolian ground squirrel
(Spermophilus xanthoprymnus) leum (a, b), colon (c, d) and cecum (e, f). Intense immunostaining was
obsetved in smooth muscles of vessel walls (red atrows), lamina musculatis (blue atrows), and tunica
muscularis (black asterisk). Intense immunostaining in some cells (black arrows) of lamina propria. Bars:
50 um (a, ¢, €) and 20 um (b, d, f).

Figure 2. .i{epr ‘-sh'owing
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Flgure 3. Representatlve 1mages showing positive control (a), negative control (b) and Gal-3 expresmon.

in hibernating Anatolian ground squitrel (Spermophilus xanthoprymnus) stomach (c, d) and duodenum (e, f).
Epididymal epithelium (blue arrowheads) showed positive immunoreaction in control epididymis. In
stomach, moderate nuclear and intracytoplasmic staining were observed in foveolar epithelium (black
arrowheads). Some cells of villous epithelium (black arrowheads) were positive for Gal-3in duodenum.

Bars: 50 um (b, ¢, €) and 20 pm (a, d, f).

Flgure 4. Representatlve 1mages showing Gal 3 expression in hibernating Anatohan ground squirrel
(Spermophilus xanthoprymnus) lleum (a, b), colon (c, d) and cecum (e, f). Some cells of villous epithelium
(black arrowheads) showed moderate positive immunostaining in ileum. In colon and cecum, intense
immunostaining was observed in surface cells (black arrowheads) of crypt epithelium. Bars: 50 um (a, ¢, €)

and 20 um (b, d, f).
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Table 1. Primary antibodies used for immunohistochemistry (IHC).

Antibody Clonality Immunogen

Host Dilution Catalogue Reactivity
no*

Gal-1 Polyclonal ~ Recombinant human galectin 1
consisting of 110 amino acids
Gal-3 Monoclonal  Full length recombinant human
Clone galectin 3
A3A12

Rabbit 1/250 NBP1- Human,
89791 mouse, rat
Mouse 1/300 NB300- Human,
538 mouse, rat,
rabbit

*All antibodies listed were provided from Novus Biologicals.

Table 2. Semiquantative evaluation of Galecin-1 and -3 staining in hibernating Anatolian ground

squirrel (Spermophilus xanthoprymnns) gastrointestinal tract.

Tissue Region Galectin-1 Galectin-3
Foveolar epithelium - ++/ n,ic
Some cells in lamina propria +++/ ic -
Stomach . . .
Smooth muscles of lamina muscularis +++/ ic -
Smooth muscles of tunica muscularis +++/ ic -
Vessel walls +++/ ic -
Villous epithelium - ++/ n, ic
Some cells in lamina proptia +++/ ic -
Duodenum . . .
Smooth muscles of lamina muscularis +++/ ic -
Smooth muscles of tunica muscularis +++/ ic -
Vessel walls +++/ ic -
Villous epithelium - ++/ n,ic
Some cells in lamina propria +++/ ic -
lleum Smooth muscles of lamina muscularis +++/ ic -
Smooth muscles of tunica musculatis +++/ ic -
Vessel walls +++/ ic -
Villous epithelium - +++/ 1, ic
Some cells in lamina propria +++/ ic -
Colon Smooth muscles of lamina muscularis +++/ ic -
Smooth muscles tunica muscularis +++/ ic -
Vessel walls +++/ ic -
Villous epithelium - +++/ n,ic
Some cells in lamina propria +++/ ic -
Cecum Smooth muscles of lamina musculatis +++/ ic -
Smooth muscles of tunica muscularis +++/ ic -
Vessel walls +++/ ic -

The degree of immunostaining was determined as either negative (-), weak (+), moderate (++) or intense (+++) by
two independent observers (MO, MO), as previously described (Oztop et al., 2019). n: nuclear staining, ic:

intracytoplasmic staining.
DISCUSSION

Here, we report an immunohistochemical analysis of
Gal-1 and -3 expression in hibernating Anatolian
ground  squirrel  (Spermophilus  xanthoprymmnus)
gastrointestinal tract. The present study cleatly
showed that Gal-1 and -3 were expressed in all
gastrointestinal tract during hibernation.

It has been showed that Gal-1 expression was at low
levels in many tissues, but abundant particularly in
cardiac, skeletal and smooth muscle cells (Catt et al.
1987, Wasano et al. 1990, Barondes et al. 1994). In

addition, Gal-1 is constitutively expressed in vascular
smooth muscle cells (VSMCs) and has been regarded
as a constituent of the vascular extracellular matrix
(Barondes 1984, Moiseeva et al. 1999). Previous
studies have indicated that recombinant Gal-1 protein
improved VSMC proliferation and regulated the
spreading, migration and attachment of VSMCs
(Moiseeva et al. 1999, Moiseeva et al. 2000). Gal-1
also  regulates vascular constriction  through
controlling the surface expression of Cavl.2 channel
in VSMCS (Wang et al. 2011). Furthermore, Gal-1
deficiency affects remodeling and vasocontractile
response in hypoxia-induced pulmonary hypertension
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in animals (Case et al. 2007). In the present study, we
observed Gal-1 expression in smooth muscle cells of
lamina muscularis, tunica muscularis and vessel walls
in the gastrointestinal tract as in non-hibernating
animals. Considering previous studies, we suggest that
Gal-1 plays a key role in the maintenance of vascular
homeostasis in hibernation as in non-hibernating
period. However, we could not spot any difference in
Gal-1 expression in smooth muscle cells in all the
examined regions using the immunohistochemical
analysis. Quantitative analysis should be used to
determine the effect of hibernation on Gal-1
expression in  smooth muscle cells in the
gastrointestinal tract.

Gal-1 also has a role in immune responses of
gastrointestinal tract to microbial infection, especially
regarding macrophage and T cell responses as well,
but can be made up for to maintain normal
colonization and infection resolution. Gal-1 binds to
N-glycans of proteins CD7, CD43 and CD45 on the
surface of activated T cells. This results in segregation
of these proteins into membrane microdomains and
triggering of apoptosis (Barondes et al. 1994, Camby
et al. 2000). The deficiency in Gal-1 led to a decrease
in the T cell influx into the lamina propria as
infection had occutred. Furthermore, mice deficient
in Gal-1 had a limited number of macrophages in the
lamina propria before developing infection and failed
to evoke a macrophage response to infection at the
time point being considered at least (Curciarello et al.
2014). Kaltner et al. (2002) detected Gal-1 expression
in fibroblast in lamina propria of bovine duodenum
and colon but not in epithelial cells. However, some
researcher observed Gal-1 expression in colonic
epithelial cells (Santucci et al. 2003). In our study,
Gal-1 expression was found in some cells of lamina
propria as in non-hibernating animals. These cells
may be fibroblast, based on previous study (Kaltner
et al. 2002). Gal-1 positive cells in lamina propria may
be involved in mucosal immune system homeostasis
during hibernation as in non-hibernating animals. We
think that the differences among studies (Santucci et
al. 2003) may be due to methodological error or use
of poor-quality primary antibody.

Gal-3 suppresses apoptosis in vitro via a cell death
inhibition pathway involving Bcl-2 (Yang et al. 1996).
Reports on mice indicated that mouse duodenal and
colonic  epithelium exhibited a nuclear and
intracytoplasmic Gal-3 expression (Brassart et al.
1992). Furthermore, other researchers reported Gal-3
expression in stomach, ileum and colon epithelium
(Demetter et al. 2008) and in bovine duodenum and
colon epithelium (Kaltner et al. 2002). Gal-3 has also
been detected in various types of tumor cells both in
vivo (Woo et al. 2001, Takenaka et al. 2003) and in
vitto (Cebo et al. 2002). In addition, Gal-3 mRNA
was detected by an intensified expression on the
luminal side of the intestinal and gastric mucosa in

mice (Sanjuan et al. 1997). Moreover, another
researcher reported that Gal-3 mainly localized at the
myosin-rich terminal web of fully matured epithelial
cells at the villus intestinalis tips. In addition, the
apical localization of Gal-3 also was detected in T84
cells and polatizing epithelial cell lines (Lindstedt et
al. 1993, Huflejt et al. 1997). Delacour et al. (20006)
showed that intracellular sorting and correct targeting
of glycoproteins to the apical plasma membrane were
dependent on Gal-3. This has been supported with
the finding that, in Gal-3 knockout mice, villin and
actin abundant in the brush border become
abnormally spread over baso-lateral membranes
(Delacour et al. 2008). Moreover, interaction of Gal-3
with cytokeratins (Goletz et al. 1997), actin (Joubert
et al. 1992), and possibly tubulin (Ozaki et al. 2004)
has been described. Consistent with non-hibernating
animals, we detected a nuclear and intracytoplasmic
Gal-3 expression in epithelial cells at top of foveola
gastrica, intestinal villi and the top of large intestine
crypt. Gastric and small intestinal epithelium showed
moderate immunoreaction while large intestinal
epithelium demonstrated intense immunostaining,
This may be due to actin, myosin or intermediate
filament contents of epithelial cells, as described in
previous study. Interestingly, some cells in the
intestinal villi were not positive for Gal-3. These cells
may undergo apoptosis during hibernation. In
addition, we also suggest that Gal-3 may act to
prevent luminal epithelial cells of the gastrointestinal
mucosa from cell death.

In conclusion, this is the first study that describes
Gal-1 and -3 expression in the gastrointestinal tract of
hibernating Anatolian ground squitrel (Spermophilus
xanthoprymnus). While Gal-1 expression was detected
in smooth muscle cells and some cells of lamina
propria, Gal-3 expression was determined in luminal
cells of gastrointestinal mucosa. Both Gal-land Gal-3
expression in gastrointestinal tract was similar to that
of other species using immunohistochemical analysis.
Gal-1 expression was not different in the
gastrointestinal tract, whereas Gal-3 expression was
more intense in the large intestine epithelium. Further
studies are required to investigate possible roles of
galectins during hibernation.

ACKNOWLEDGEMENT

» Local Ethics Committee for Animal Experiments of
Erciyes University (15/140)

Conflict of Interest: The authors declare that they
have no conflict of interest.

REFERENCES

Barondes SH, Castronovo V, Cooper DN, Cummings RD,
Drickamer K, Feizi T, Gitt MA, Hirabayashi J,
Hughes C, Kasai K, et al. Galectins: a family of animal

83



beta-galactoside-binding lectins. Cell. 1994; 76(4): 597-
598.

Barondes SH. Soluble lectins: a new class of extracellular
proteins. Science. 1984; 223(4642): 1259-1264.

Brassart D, Kolodziejczyk E, Granato D, Woltz A, Pavillard
M, Perotti F, Frigeri LG, Liu FT, Borel Y, Neeser
JR. An intestinal galactose-specific lectin mediates the
binding of murine IgE to mouse intestinal epithelial cells.
Eur ] Biochem. 1992; 203: 393-399.

Brazowski E, Dotan I, Tulchinsky H, Filip I, Eisenthal A.
Galectin-3 expression in pouchitis in patients with
ulcerative colitis who underwent ileal pouch-anal
anastomosis (IPAA). Pathol Res Pract. 2009; 205: 551-
558.

Camby I, Le Mercier M, Lefranc F, Kiss R. Galectin-1: a small
protein with major functions. Glycobiology. 2006; 16(11):
137R-157R.

Carey HV, Mangino M], Southard JH. Changes in gut
function during hibernation: implications for bowel
transplantation and surgery. Gut. 2001; 49(4): 459-461.

Case D, Irwin D, Ivester C, Harral J, Morris K, Imamura M,
Roedersheimer M, Patterson A, Carr M, Hagen M,
Saavedra M, Crossno J Jr, Young KA, Dempsey EC,
Poirier F, West J, Majka S. Mice deficient in galectin-1
exhibit attenuated physiological responses to chronic
hypoxia-induced pulmonary hypertension. Am J Physiol
Lung Cell Mol Physiol. 2007; 292(1): 1.154-164.

Catt JW, Harrison FL, Carleton JS. Distribution of an
endogenous beta-galactoside-specific lectin during foetal
and neonatal rabbit development. J Cell Sci. 1987; 87:
623-633.

Cebo C, Vergoten G, Zanetta JP. Lectin activities of cytokines:
functions and putative carbohydrate-recognition domains.
Biochim Biophys Acta. 2002; 1572(2-3): 422-434.

Cooper DN, Barondes SH. Evidence for export of a muscle
lectin from cytosol to extracellular matrix and for a novel
secretory mechanism. J Cell Biol. 1990; 110: 1681-1691.

Curciarello R, Steele A, Cooper D, MacDonald TT,
Kruidenier L, Kudo T. The role of Galectin-1 and
Galectin-3 in the mucosal immune response to Citrobacter
rodentinm infection. PLoS One. 2014; 9(9): €107933.

Delacour D, Cramm-Behrens CI, Drobecq H, Le Bivic A,
Naim HY, Jacob R. Requirement for galectin-3 in apical
protein sorting. Curr Biol. 2006; 16(4): 408-414.

Delacour D, Koch A, Ackermann W, Eude-Le Parco I,
Elsiasser HP, Poirier F, Jacob R. Loss of galectin-3
impairs membrane polarisation of mouse enterocytes in

vivo. ] Cell Sci. 2008; 121: 458-465.

Demetter P, Nagy N, Martin B, Mathieu A, Dumont P,
Decaestecker C, Salmon IJ. The galectin family and
digestive disease. Pathol. 2008; 215(1): 1-12.

Goletz S, Hanisch FG, Karsten U. Novel alphaGalNAc
containing glycans on cytokeratins are recognized invitro
by galectins with type II carbohydrate recognition
domains. ] Cell Sci. 1997; 110: 1585-1596.

Gordon-Alonso M, Bruger AM, Bruggen P. Extracellular
galectins as controllers of cytokines in hematological
cancer. Blood. 2018; 132(5): 484-491.

Green C. Mammalian hibernation: lessons for organ preparation?
Cryo Letters. 2000; 21(2): 91-98.

Hokama A, Mizoguchi E, Mizoguchi A. Roles of galectins in
inflammatory bowel disease. World | Gastroenterol. 2008;
14: 5133-5137.

Houzelstein D, Gongalves IR, Fadden A]J, Sidhu SS, Cooper
DN, Drickamer K, Leffler H, Poirier F. Phylogenetic
analysis of the vertebrate galectin family. Mol Biol Evol.
2004; 21(7): 1177-1187.

Huflejt ME, Jordan ET, Gitt MA, Barondes SH, Leffler H.
Strikingly different localization of galectin-3 and galectin-
4 in human colon adenocarcinoma T84 cells. Galectin-4
is localized at sites of cell adhesion. | Biol Chem. 1997;
272: 14294-14303.

Joubert R, Caron M, Avellana-Adalid V, Mornet D, Bladier
D. Human brain lectin: a soluble lectin that binds actin. J
Neurochem. 1992; 58(1): 200-203.

Kaltner H, Seyrek K, Heck A, Sinowatz F, Gabius HJ.
Galectin-1 and galectin-3 in fetal development of bovine
respiratory and digestive tracts. Comparison of cell type-
specific expression profiles and subcellular localization.
Cell Tissue Res. 2002; 307(1): 35-46.

Kurtz CC, Carey HV. Seasonal changes in the intestinal immune
system of hibernating ground squirrels. Dev Comp
Immunol. 2007; 31: 415-428.

Lindstedt R, Apodaca G, Barondes SH, Mostov KE, Leffler
H. Apical secretion of a cytosolic protein by Madin-
Darby canine kidney cells. Evidence for polarized release
of an endogenous lectin by a nonclassical secretory

pathway. ] Biol Chem. 1993; 268(16): 11750-11757.

Liu FT, Patterson RJ, Wang JL. Intracellular functions of
galectins. Biochim Biophys Acta 2002; 1572: 263-273.

Lotz MM, Andrews CW Jr, Korzelius CA, Lee EC, Steele GD
Jr, Clatke A, Mercurio AM. Decreased expression of
Mac-2 (carbohydrate binding protein 35) and loss of its
nuclear localization are associated with the neoplastic
progression of colon carcinoma. Proc Natl Acad Sci U S
A. 1993; 90: 3466-3470.

Mizoguchi E, Mizoguchi A. Is the sugar always sweet in
intestinal inflammation? Immunol Res. 2007; 37: 47-60.

Moiseeva EP, Javed Q, Spring EL, de Bono DP. Galectin 1 is
involved in vascular smooth muscle cell proliferation.
Cardiovasc Res. 2000; 45(2): 493-502.

Moiseeva EP, Spring EL, Baron JH, de Bono DP. Galectin 1
modulates attachment, spreading and migration of
cultured vascular smooth muscle cells via interactions
with cellular receptors and components of extracellular
matrix. ] Vasc Res. 1999; 36(1): 47-58.

Miiller S, Schaffer T, Flogerzi B, Fleetwood A, Weimann R,
Schoepfer AM, Seibold F. Galectin-3 modulates T' cell
activity and is reduced in the inflamed intestinal
epithelium in IBD. Inflamm Bowel Dis. 2006; 12(7): 588-
597.

Nio J, Kon Y, Iwanaga T. Differential cellular expression of
galectin family mRNAs in the epithelial cells of the
mouse digestive tract. ] Histochem Cytochem. 2005;
53(11): 1323-1334.

Nio-Kobayashi, J. Tissue-and cell-specific localization of
galectins, {-galactose-binding animal lectins, and their
potential functions in health and disease. Anat Sci Int.
2017; 92(1): 25-36.

Ose R, Oharaa O, Nagase T. Galectin-1 and Galectin-3
mediate protocadherin-24-dependent membrane
localization of (-catenin in colon cancer cell line
HCT116. Curr Chem Genomics. 2012; 6: 18-26.

Olson ME, McCabe K. Anesthesia in the Richardson’s ground
squirrel: comparison of ketamine, ketamine and xylazine,
droperidol and fentanyl, and sodium pentobarbital. ] Am
Vet Med Assoc. 1986; 189: 1035-1037.

84



Ozaki K, Inoue K, Sato H, Iida A, Ohnishi Y, Sekine A, Sato
H, Odashiro K, Nobuyoshi M, Hori M, Nakamura
Y, Tanaka T. Functional variation in LGALS2 confers
risk of myocardial infarction and regulates lymphotoxin-
alpha secretion in vitro. Nature. 2004; 429: 72-75.

Ozbek M, Hitit M, Yildirim N, (")zgeng 0, Ergiin E, Ergiin
L, Beyaz F, Kurtdede N, Altunay H. Expression
pattern of galectin-1 and galectin-3 in rat testes and
epididymis  during  postnatal ~ development.  Acta
Histochem. 2018; 120(8): 814-827.

6ztop M, Ozbek M, Liman N, Beyaz F, Ergiin E, Ergiin L.
Localization profiles of natriuretic peptides in hearts of
pre-hibernating and  hibernating  Anatolian  ground

squitrels (Spermophilus xanthoprymnus). Vet Res Commun.
2019; 43(2): 45-65.

Puthenedam M, Wu F, Shetye A, Michaels A, Rhee K],
Kwon JH. Matrilysin-1 (MMP7) cleaves galectin-3 and
inhibits wound healing in intestinal epithelial cells.
Inflamm Bowel Dis. 2011; 17(1): 260-267.

Rubinstein N, Ilarregui JM, Toscano MA, Rabinovich GA.
The role of galectins in the initiation, amplification and

resolution of the inflammatory response. Tissue Antigens.
2004; 64(1): 1-12.

Sanjuan X, Fernandez PL, Castells A, Castronovo V, van den
Brule F, Liu FT, Cardesa A, Campo E. Differential
expression of galectin 3 and galectin 1 in colorectal cancer
progression. Gastroenterology. 1997; 113(6): 1906-1915.

Santucci L, Fiorucci S, Rubinstein N, Mencarelli A,
Palazzetti B, Federici B, Rabinovich GA, Morelli A.
Galectin-1 suppresses experimental colitis in mice.
Gastroenterology. 2003; 124: 1381-1394.

Sisa C, Turroni S, Amici R, Brigidi P, Candela M, Cerri M.
Potential role of the gut microbiota in synthetic torpor

and therapeutic hypothermia. World J Gastroenterol.
2017; 23(3): 406-413.

Takenaka Y, Inohara H, Yoshii T, Oshima K, Nakahara S,
Akahani S, Honjo Y, Yamamoto Y, Raz A, Kubo T.
Malignant transformation of thyroid follicular cells by
galectin -3. Cancer Lett. 2003; 195(1): 111-119.

Wang J, Thio SS, Yang SS, Yu D, Yu CY, Wong YP, Liao P,
Li S, Soong TW. Splice variant specific modulation of
CaV1.2 calcium channel by galectin-1 regulates arterial
constriction. Circ Res. 2011; 109(11): 1250-1258.

Wasano K, Hirakawa Y, Yamamoto T. Immunohistochemical
localization of 14 kDa beta-galactoside-binding lectin in
various organs of rat. Cell Tissue Res. 1990; 259(1): 43-
49.

Woo H]J, Joo HG, Song SW, Sohn YS, Chae C.
Immunohistochemical detection of galectin-3 in canine
gastric carcinomas. | Comp Pathol. 2001; 124(2-3): 216-
218.

Yang RY, Hsu DK, Liu FT. Expression of galectin-3 modulates
T-cell growth and apoptosis. Proc Natl Acad Sci U S A.
1996; 93(13): 6737-6742.

85



Kocatepe Veterinary Journal

Kocatepe Vet ] (2020) 13(1):86-91
DOI: 10.30607 /kvy.642112

RESEARCH ARTICLE

Caspases Activities in TNF-a Applied HepG2 Hepatocellular
Carcinoma Cell

Burcu Menekse BALKAN'™, Ogiing MERAL?, Gérkem KISMALIZ, Deniz TURANS, Tevhide SEL2

"Mehmet Akif Ersoy University, Faculty of V'eterinary Medicine, Department of Biochemistry, 15030, Burdur, Turkey
2Antkara University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Biochemistry, 06110, Ankara, Turkey
*Republic of Turkey, Ministry of Agriculture and Forestry, Izmir Bornova Veterinary Control Institute, 35010, Izmir, Turkey

ABSTRACT

Purpose: Tumor necrosis factor (INF) plays a key role in cellular events such as cell survival, proliferation,
differentiation, inflammation, immunity, and apoptosis. Although named Tumor necrosis factor for its tumor
cytotoxicity, TNF has been implicated in a wide spectrum of other diseases. The aim of the present study is to
determine the effects of TNF-a on caspase 3, 9, and 1 enzyme activities in HepG2 cells. Materials and methods:
Hepatocellular carcinoma cell line HepG2 was used and cells were cultured in the absence (control) or presence
of TNF-a for 24 h. The effect of TNF-o on caspase 3, caspase 9, and caspase 1 enzyme activities in
hepatocarcinoma cells were examined in TNF-ua treated and control cells using colorimetric assay kits. Results:
There were significant increases in caspases 1 and 3 levels in TNF-a treated HepG2 cells compare to control cells.
Conclusions: TNF-a is a pro-inflaimmatory cytokine, secreted by inflammatory cells. This mechanism may be
involved in inflammation-associated carcinogenesis. TNF could act both as tumor promoter, and cancer killer.
Presented findings suggest that caspases-dependent cell death occurs in TNF-a applied HepG2 cells.

Keywords: HepG2, Cancer, Caspases, TNF-«
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TNF-« Uygulanan HepG2 Hepatoseliiler Karsinoma Hiicrelerinde Kaspaz Aktiviteleri

(074

Amag: Tuimor nekroz faktéri (TNF), hiicre sagkalimi, proliferasyon, farklilasma, inflamasyon, bagisiklik ve
apoptoz gibi htcresel olaylarda anahtar rol oynar. Timor sitotoksisitesindeki etkisinden dolayr Timér nekroz
faktori olarak adlandirilmasina ragmen, TNF genis bir yelpazede bir¢cok hastalikla iliskilendirilmistir. Calismada,
hepatoseliller karsinoma htcrelerinde TNF-o'nin kaspaz 1, 3 ve 9 enzim aktiviteleri Uzerindeki etkilerini
belitflemek amaclanmustir. Materyal ve metod: Calismada TNF-a uygulanmayan (kontrol) ve 24 saat boyunca
TNF-a uygulanan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatt HepG2 hiicreleri kullanilmustir. TNF-a'nin kaspaz 1,
kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim aktiviteleri tzerindeki etkileri kolorimetrik olarak ticari kit ile gerceklestirilmistir.
Bulgular: TNF-a uygulanan HepG2 hticrelerinde kaspaz 1 ve kaspaz 3 enzim aktivitelerinde kontrol grubuna gére
anlamlt artis gézlenmistir (p<0,05). Sonug: TNF-o inflamatuar htcreler tarafindan salinan pro-inflamatuvar bir
sitokindir. Bu mekanizma, yangiya bagl sekillenen karsinogenezde rol oynayabilir. TNF, hem timér olusumunu
destekleyebilir hem de kanser hiicrelerini Sldirtict etki gsterebilir. Sunulan bulgular, TNF-a uygulanan HepG2
hticrelerinde kaspaz baglimli hticre Slimuntin meydana geldigini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: HepG2, Kanser, Kaspaz, TNF-o
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GIRIS

Kanserde tedavi yoOntemlerinin — gelistirilmesinde
olusum mekanizmalarinin  aydmnlatilmast  6nem
tastmaktadir. Inflamasyon siireci kanser olusumunda
o6nemli rol oynar. Kanser olusumu ve inflamasyon
streci arasindaki iligkinin gOsterilmesinin ardindan
(Mantovani ve ark. 2008, Mauer ve ark. 2015) bu
konu ile ilgili ¢alismalar artmistir. Immun sistem
dokularda meydana gelen hasara karst inflamasyon
yanitinin olusmasint saglar. Timér olusum siirecinde
immun yamt ile timor baskianabilir, ya da bazi
durumlarda inflamasyon timér gelisiminde artis da
meydana getirebilmektedir (Mantovani ve Pierotti
2008). Inflamasyona bagl gelisen kanser siirecinde
timor  nekroz  faktdr-alfa  gibi  molekiller
bulunmaktadir (Dranoff 2004). 157 amino asitten
olusan Tumé6r Nekroz Faktori (TNF, TNF-o olarak
da anilir), memeli canlilarda bagisiklik ve hiicresel
homeostazda merkezi rolleri olan en yogun incelenen
pro-enflamatuar  sitokinlerden biridir  (Silke ve
Hartland 2013) ve hiicre sag kalimi, proliferasyon,
farklilagsma, inflamasyon, bagisiklik ve apoptoz gibi
bir¢ok hiicresel olaylarda anahtar rol oynar (Aggarwal
2003, Brenner ve ark. 2015). Epidemiyolojik ve klinik
calismalar, kronik inflamasyonun timor gelisimini ve
ilerlemesini arasindaki iliskiyi desteklemektedir. Pro-
enflamatuar sitokin olan TNF, enflamasyon ve
karsinogenez arasinda bir kopri kuran endojen bir
timor promotori olarak hareket edebilir. Gergekten
de, calisma sonuglart TNF'nin agagida Szetlendigi gibi
karsinogenezde hiicresel doniigiim, hayatta kalma,
proliferasyon, anjiyogenez ve metastaz gibi sireglerde
rol aldigini gostermistirt. TNF-a'nin kanser hticresi
olimiini indiiklemedeki 6zelligi, bunun potansiyel bir
kanser terap6tik olmasint saglar (Wang ve Lin 2008).

Apoptotik siirecte 6nemli rol oynayan kaspazlar,
sistein-proteaz  grubu  enzimlerdendir.  Inaktif
proteinler olarak sentezlenirler. Cesitli yollarla aktive
edilirler ve substratlarini bir aspartat kalintisinin
karboksil ucundan ayiirlar. Kaspazlarin aktivasyonu
hiicre o6limiinde bircok hiicresel ve morfolojik
degisimlerin  meydana gelmesine neden olur
(Nicholson  1999). Kaspazlar farkli molekuler
ozelliklere sahiptirler ve buna gére farkli gruplarda
stniflandirilir. Apoptozdaki (kaspaz-3, -6,-7, -8 ve -9
memelilerde), ve yangidaki (kaspaz-1, -4, -5, -12
insanlarda ve kaspaz -1, -11 ve -12 farelerde) rollerine
gore iki  ana  smifa  aymlirlar.  Apoptoz
mekanizmasindaki rollerine gére ise baglatici kaspazlar
(kaspaz-8 ve -9) ya da sonlandirict kaspazlar (kaspaz-
3, -6 ve -7) olarak iki sinifa ayrilirlar (Mcllwain ve ark.
2013). Kaspazlar apoptoz i¢in ¢ok Onemli
oldugundan, hatali kaspaz aktivasyonu ve sonucta
ortaya ctkan yetersiz hiicre Slimi, timoér olusumunu
hizlandirabilir, — mutasyona  ugramis  hiicrelerin
kalictigina yardimer olabilir ve timor olusumunu
destekleyebilir (Mcllwain ve ark. 2013).

TNF-o’nin kanser htcreleri tzerinde farklt etkiler
yapabilecegi calismalarda bildirilmistir. Ancak TNF-«
‘nin HepG2 hiicre hatlarinda  kaspaz  aktiviteleri
lzerine etkilerinin incelendigi calismaya
rastlanmamistir. Bu calismada, TNF-o ilavesinin
hepatoceliiler karsinoma hiicrelerindeki etkilerinin
belitlenmesi amactyla, hiicre Sliminde 6nemli rol
oynayan ve cesitli yollatla aktive edildiklerinde hiicre
olimiinde bir¢ok hiicresel ve morfolojik degisimlerin
meydana gelmesinde rol oynayan kaspaz enzim
aktivitelerindeki degisim Ol¢lilmesi amaglanmistir. Bu
htcrelerde TNF-o’nin  yangtsal ve htcre oSlimi
stresinde etkilerini gOsterebilmek amaciyla, yangt
iligkili kaspazlardan kaspaz-1, baglatict kaspazlardan
Ozellikle mitokondriyal yolakta aktivitesi artan kaspaz-
9 ve hicre Sliminin geri dontstimsiiz basamagini
gosteren ve sonlandiric1 kaspazlardan olan kaspaz-3
aktivitelerinin 6l¢tlmesi hedeflenmistir.

MATERYAL ve METOT

HepG2  hepatoseliler  karsinoma  hiicre  hatt
(American Type Culture Collection, ATCC Cat No.
HB- 8065) hicreleri calisma materyali olarak
kullanilmustir. Hicreler 37 °C’de % 5 COz varhiginda
hicre kaltirt inkibatérinde uretilmistir. Kontrol
grubu  ve calisma grubu olarak iki grup
olusturulmustur. Kontrol grubu hiicrelere % 10 Fetal
Dana Serumu (FBS), 300 mg/] L-glutamin, 50 mg/1
Gentamisin siilfat iceren RPMI 1640 Medium (Sigma-
Aldrich) besi yeri eklenmistir. Calisma grubuna ise
kontrol grubuna uygulanan ayni icerikli besi yeri i¢ine
Tug/ml TNF-« ilave edilmistit.

Kullanilan TNF-a dozu MTT hiicre canlilik testi ile
belitlenmistit. MTT  (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) hiicre canlilik testi 96
kuyucuklu mikroplakalarda gergeklestirildi. Hiicreler
96 kuyucuklu mikroplakanin her kuyucugunda
100.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. Bu
hicreler 37 °C’de, %5 CO2'li inkiibatérde ¢ogaluld.
Hiicreler 24 saat siresince farkli dozlarda TNF-o
uygulandi. Uygulama sonrasinda her bir kuyucuga
MTT eklendi ve 4 saat 37 °C’de, %5 CO?’li etiivde
inkube edildi. Inkiibasyon sonucunda  biitiin
kuyucuklara % 10’luk SDS ¢6zeltisi eklendi ve 12 saat
inkiibe  edildi.  Hucrelerin =~ canliik  Sleimi
spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda yapildi.
MTT hticre canlilik testi sonucu inkiibasyon stiresi 24
saat ve uygulanacak TNF-a dozu 1 mikrogram/ml
olarak  belitlenmis ve analizler bu sartlarda
gerceklestirilmistir.

TNF-« igeren (galisma grubu) ve TNF-a icermeyen
(kontrol grubu) besi yeri hiicrelere ilave edilerek, 24
saat beklendikten sonra her iki grupta da kaspaz 1 (cat
no:K111), kaspaz 3 (cat no: K106) ve kaspaz 9 (cat
no:K119) enzim aktiviteleri “BioVision kaspaz
colorimetric assay” kitleri ile Ol¢tlmustir. Her bir
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analiz icin Ug ayri tekrar yapilarak ortalama degetler
alinmustir.

Calisma grubu ve kontrol grubunda 6lgiilen kaspaz 1,
kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim aktiviteleri arasindaki
farkliligin  belirlenmesi igin, istatistiksel analizlerde
Mann-Whitney U testi kullandmis ve p<0,05 duzeyi
anlamlt olarak kabul edilmistit.

BULGULAR ve TARTISMA

Kontrol grubunda o6lgllen enzim aktiviteleri ve
calisma grubunda Olclilen enzim aktiviteleri kontrol
grubuna gére % degisim olarak hesaplanmistir (T'ablo
1). TNF-o wuygulanan c¢alisma grubu HepG2
hiicrelerinde kaspaz 1 enzim aktivitesi kontrol
grubuna gore yaklasik olarak 2 kat artmistir. Kontrol
grubu kaspaz 3 enzim aktivitesi %100 olarak
alindiginda ¢alisma grubunda kaspaz 3  enzim
aktivitesi kontrol grubuna gére %174 olarak tespit
edilmigtir. Calisma grubunda kaspaz 1 ve 3 enzim
aktivitelerindeki bu artiglar TNF-o uygulanmayan
kontrol grubuna gore istatistik olarak anlaml
bulunurken (p<0,05) (Sekil 1 ve 2), kaspaz 9
aktivasyonunda  istatistiksel ~olarak anlamli  bir
degisiklik meydana gelmemistir (Sekil 3).

Yapilan ¢alismalarin  ¢ogu TNF-o 'min  timor
olusumunu  destekledigini  géstermesine  ragmen,
TNF-o bazt deney sistemlerinde anti-onkojenik etki
gosterdigi de bildirilmistir (Lin ve Karin 2007). Bizim
calismamizda da kontrol grubuna kiyasla calisma
grubunda kaspaz 3 enzim aktivitesinde OSlciilen
anlamh artts, TNF-o’nin HepG2 hiicre hatlarinda
hiicre 6limiind arttirdigini géstermesi Lin ve Karin
(2007yin bildirdigi calisma sonuglari ile benzerlik
gostermektedir.

Farkli  kanser  hastalarinda  serum  TNF-a
konsantrasyonu artmis ve meme ve prostat kanseri
hastalarinda kemoterapi sirasinda belirgin  sekilde
azalmistir (Ahmed ve ark. 2001, Ferrajoli ve ark.
2002). TNF-a  ekspresyonu ayrica gesitli pre-
neoplastik  ve timdr dokularinda daha yiiksek
seviyelerde eksprese edilmistir. Bu artis  kronik
lenfositik 16semi, Barrett'in adenokarsinomu, prostat
kanseri, meme kanseri ve servikal karsinom gibi
malign hastaliklarin ilerlemesi ile iligkili bulunmustur
(Ahmed ve ark. 2001, Ferrajoli ve ark. 2002). Bu
hastalarda mevcut durumda TNF-a dizeylerinde ya
da ekspresyonlarindaki degisimler incelenmis, ancak
HepG2 hiticre hatlarinda TNF-« ilavesinin  hiicre
canlllipy  tzerine etkileri incelenmemistir. TNF-«
uygulamasinin  yapildigt Wang ve ark. (2005)nin
yaptiklart calismada TNF-a uygulamasinin kornea
epitel hiicre hatlarina hiicre sag kalimint destekledigini
gostermislerdir. Bizim calismamizdan farkli olarak
hiicre sag kalimini arttirmast farklt hiicre hattinda
uygulanmasina bagli olabilir (Wang ve ark. 2005).

Mcllwain ve ark. (20106), kaspazlarin kesilmesinin,
yangisal stirecin ilk 2 giinii boyunca 6nemli 6lciide
artugini ve sonrasinda hiicre sag kalimini saglayan
proteinlerin  ekspresyonunu  arttirdigint  bildirmistir
(Mcllwain ve ark. 2016). Calismamizda da kaspaz 1 ve
3 enzim aktivitelerinin ikisinde meydana gelen artis,
TNF-a uygulamasinin HepG2 hiicrelerinde yangisal
surecle birlikte hucre o6lumiine neden olmasindan
dolay1 olabilir.

Tumor nekroz faktor-o'nin (TNF-o) fare osteoblast
MC3T3-E1 hicrelerinde apoptoz ve otofajideki
roluniin aragtirildigt caligmada, TNF-a,
osteoblastlarda hem otofaji hem de apoptozu
indiikledigi bildirilmistir. TNF-o'nin osteoblastlarda
bolinmis kaspaz-3 ekspresyonunun arttirarak hiicre
apoptozunu indikledigini ortaya koymuslardir (Zheng
ve ark. 2017). Bu c¢alisma sonuglart da kaspaz-3
aktivitesinin  artmast  bakimindan  calismamizla
benzerlik gstermistir.

Calismamizda TNF-o‘nin HepG2 hiicre hatlarinda
hicre olimuni  arttirmasi, TNF-o‘nin kanser
tedavisinde kullanim potansiyelini géstermektedir.
Josephs ve ark. (2018), yaymnladiklart derlemede TNF-
o’nin  immunolojik olarak temel bir molekil
oldugunu, kanser immunoterapisinde
kullanilabilecegini, ancak bunun solubl reseptorlerin
uzaklastirilmast  ve endojen TNF-o aktivitesinin
arttirilmasi ile mimkin olabilecegini bildirmislerdir.

TNF-o'nin kronik inflamasyondaki bildirilen roliine
ragmen, TNF - / - fareleri, yabani tip farelere kiyasla
3'-metilkolantren ~ (MCA) ile indiklenen deri
sarkomasina karst daha duyarlt oldugu ve bu da, TNF-
o'nin konaketyt MCA-indiiklenen sarkom olusumuna
karst korudugunu dustindirmektedir (Swann ve ark.
2008). Ksenografli glioma fare modelinde TNF'nin
benzer etkisi gbzlenmistir (Villeneuve ve ark. 2005,
Nakagawa ve ark. 2007) TNF'nin antitimér rold,
timo6r olusumunu engelleyen, Grnegin sitotoksik T
lenfosit (CTL) veya timor infiltre edici makrofajlar ile
timor stroma yikimint tesvik eden ve timor infiltre
edici dendritik hiicreleri (DC'ler) aktive eden, boylece
timore yol acan giicli adaptif bir bagistklik yanitint
tetikleyen immin cevapla iligkili olabilir (Dace ve
ark.2007, Nakagawa ve ark. 2007, Zhang ve ark.
2008).

TNFR-1, -2 veya her ikisi de negatif olan gen knock
out farelerde, konak¢t dogal bagisiklik hiicrelerinde
cksprese edilen TNFR-2'nin TNF-o’nin antitimor
etkisine aracilik etmesi yeterli bulunmustur.

TNF-o’nin pro- veya anti-timérogenez rollerindeki
farkliliklar ~ organlardaki, hiicre baglaminda ve
karsinojenlerdeki farkliliklara baglanabilir. Ornegin,
TNF-o ile indiklenen NF-xB aktivitesi farklt
rejenerasyon hizlarina sahip organlarda (yani, yavas
rejeneratif  kolonda pro-tumorijenik iken  hizh
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rejeneratif  karacigerde anti-timorijenik)  celigkili
etkilere sahiptir (Karin ve ark. 2006). Sunulan
calismada kullanilan HepG2 hiicre hattinda hiicre
Olimind arturict etki gostermesinin  nedeni  bu
hticrelerde rejenerasyon hizinin fazla olmast olabilir.

Kaspazlar apoptotik hiicre Slimi sirasinda meydana
gelen pek ¢ok hicresel ve morfolojik degisimlere yol
acan enzimlerdir. TNF-a ve Fas Ligand de novo
RNA veya protein sentezi olmadan bir proteolitik
sinyalleme kaskadiyla hicre oSlimini tetikleyebilir
(Boldin ve ark. 1996, Cleveland ve Ihle 1995). Bu
sebeple, yapilan calismada TNF-« ilave edilen ¢alisma
grubunda Gzellikle bir hiicrenin apoptotik  6lim
surecinde oldugunu gosteren, sonlandirict
kaspazlardan olan kaspaz 3’tin aktivitesinin kontrole
gore artist, TNF-a ilavesinin bu hicrelerde apoptotik
hiicre 6lumiini tetikledigini distindirebilir.

TNF-a / FasL ile indiklenen apoptozdaki anahtar
oyuncular, kaspaz 1 olarak adlandirilan interlokin-1b

dontstirict enzim (ICE) ailesinin tyeleridir (Alnemri
ve ark. 1996). Memeli ICE proteaz ailesinin en az 10
tyesi vardir ve bunlar Caenorhabditis elegans
programlanmis  hicre  Slim  geni  ced-3"un
homologlaridir (Yuan ve ark. 1993). Bu farkli ICE
ailesi dyelerinin farkli apoptoz yollarinda islev
gorebilmeleri mimkiinddr.

Kaspaz 1, gesitli yollardan kaynaklanan apoptozda rol
oynar. Kaspaz 1 gen ekspresyonu (Miura ve ark.
1993) veya sitokin inditksiyonu (Chin ve ark. 1997) ile
hticrelerde yitksek ICE ekspresyonu hticre Sliimiine
yol agabilir. STAT Sinyal yolunun sktivasyonu kaspaz
1 ekspresyonuna ve apoptoza neden olabilir (Chin ve
ark. 1997). Chin ve ark. (1997) A549 hiicre hatlarinda
ve Alvarez ve ark. (2013) insan ndroblastom hiicre
hattinda yaptiklari ¢alismalar ile benzer olarak,
HepG2  hiicre  hatlarinda  yapilan  sunulan
calismamizda da TNF-a ilavesi kaspaz 1 enzim
aktivitesinde artis meydana getirmistir.
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Sekil 1. 1pg/ml TNF-a uygulanan HepG2 hucrelerinde kontrole gore
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Figure 1. Changes in caspase 1 compated to control in lug/ml TNF-a

treated HepG2 cells
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treated HepG2 cells
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Tablo 1. 1ug/ml TNF-a uygulanan HepG2 hiicrelerinde kaspaz 1, kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim aktivitelerinin

kontrole gére degisimleri

Table 1. Chances in caspase 1, 3, and 9 enzyme activities in 1pg/ml TNF-o applied HepG2 cells compate to control

cells
Kaspaz Kontrol grubu Calisma grubu
Kaspaz 1 % 100 % 197 p<0,05
Kaspaz 3 % 100 % 174 p<0,05
Kaspaz 9 % 100 % 122

SONUC

Calismada elde edilen veriler TNF-o ilavesinin
HepG2 hiicrelerine 6lime neden olabildigini gdsteren
veriler sunmaktadir. Kaspaz aile tyeleri, hiicre 6limi
ve inflamasyonu kontrol eden kritik dizenleyici
aglarin  merkezindedir. Kaspazlarla iliskili uzun
hastalik listesi, kaspazlarin uygunsuz aktivasyonunun
ve kontrol ettikleri hiicre Slimiiniin ve inflamatuar
yollarin dizensizliginin insan saghgt icin dogrudan
sonuglara sahip oldugunu gosterir. Kaspaz 3 enzim
aktivitelerindeki artis, TNF-o uygulanan HepG2
hticrelerinde meydana gelen hiicre dlimiiniin kaspaz
bagimli ve kaspaz 1 enzim aktivisindeki artis ise
yangisal siirecle ilgili olabilecegini gostermektedir.
Kaspaz 9 enzim aktivitesinde meydana gelen istatistik
olarak anlamli olmayan artig ise, apoptotik siirecte
kaspaz aktivasyonunun bir kaskad seklinde farkli
strelerde artabileceginden dolayt olabilir.

Ayrica bu sonuglar TNF-o’nin HepG2 hiicreleri
tzerinde hiicre 6lumu izerine etkilerinin arastirilmast
ya da tedavide kullanilabilirliginin belirlenmesi icin
planlanacak diger ¢alismalara 151k tutacaktir.
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ABSTRACT

Calves need to be healthy for herd progression in sustainable cattle management. Adequately feeding the calves
with good quality colostrum is reportedly one of the most important factors affecting their health, growth,
immune system, and vitality. Here, we randomly selected new-born calves, purchased from Afyon Ballipinar
Simental Company, regardless of their sex and divided them equally into separate groups. They were categorized
ensuring that the parity of cows in the groups was balanced. We included 27 calves (15 females and 12 males) in
this study. The animals were categorized as follows: Group 1: calves that consumed the colostrum directly from
the udder; Group 2: Calves that consumed the colostrum (approximately 5% of their birth weight) with a feeding
bottle; and Group 3: Calves that consumed the colostrum (neatly 8% of their birth weight) through the feeding
bottle. It is important to immediately administer the colostrum to the calves after their birth while maintaining
hygiene. The feeding method or amount can be selected after considering the infrastructure and facilities of the
company. Controlling the immunoglobin levels with a refractometer may lead to inconclusive results. Considering
this, the most accurate method to identify the immunoglobulins is ELISA. Therefore, our results revealed that the
calf-deaths associated with colostrum failure could be minimized by producing refractometers suitable for
practical use or ready-made diagnostic kits that provide results that are as reliable as ELISA.

Keywords: Colostrum, Refractometer, Immunoglobulin, ELISA, Calf
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Yeni Dogan Buzagilarin Kolostrumu Emerek ve Suni Yollarla Degisik Oranlarda Verilmesinin Pasif
Immunite Uzerindeki Etkilerinin Karsilagtirilmasi

(074

Strdirilebilir nitelikteki sigir isletmelerinde stirii devamliligs bakimindan buzagilarin sagliklt olmast ¢ok énemlidir.
Buzagilarin ¢ok iyi nitelikte kolostrumla yeterli miktarda beslenebilmesi; buzaginin sagligi, gelisimi, immun sistemi
ve yasama glcl tzerindeki en 6nemli faktor olarak gosterilmektedir. Sunulan bu calismada hayvan materyalini
yeni dogmus simental 1rki buzagilar olusturmaktadir. Hayvanlar, Afyon Ballipinar Simental Isletmesinin damuzlik
hayvanlarindan dogan buzagilardan cinsiyet ayrimi yapimaksizin rastgele secildi ve gruplara dengeli olarak
dagitildi. Gruplardaki annelerin laktasyon sayisinin dengeli olmasina dikkat edildi. Calismada 15 disi 12 erkek
olmak tzere toplam 27 buzagr kullanildi. Grup 1: Annesini direkt olarak memesinden emen buzagilar, Grup 2:
Dogum agirhiginin %5' kadar kolostrumu biberon ile emen buzagilar, Grup 3: Dogum agirhiginin %8' kadar
kolostrumu biberon ile emen buzagilar olmak tizere 3 gruba ayrildi. Dogum sonrast en hijyenik ve ¢abuk sekilde
buzaginin kolostrum almasi saglanmalidir. Buradaki yéntem ya da miktar isletmenin alt yapist ve olanaklarina gbre
secilebilir. Refraktometre ile lg seviyesinin kontrolii yaniltict sonuglar verebilir. Bu nedenle en dogru yol ELISA ile
immunglobulin tayinidir. Bu nedenle, arastirmamizdan elde edilen sonuglar 15181nda, gelisen teknoloji ile birlikte
daha hassas 6l¢tim yapabilen, pratik kullanima uygun refraktometrelerin ya da ELISA kadar glvenilir sonuclar
veren hazir tant kitlerinin tretilmesi ile kolostrum yetmezligine bagl buzagi kayiplarinin en aza indirilebilecegi
sonucuna varildr
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To cite this article: Diizer M. Acar A. The Effects of Suckling and Artificially Providing Colostrum (V arying Amount) on The Passive
Tmmunity of Newborn Calyes. Kocatepe Vet |. (2020) 13(1):92-97.

Submission: 31.01.2020 Accepted: 27.02.2020 Published Online: 29.02.2020
ORCID ID; MD: 0000-0002-8959-5658, AA: 0000-0002-4235-2763

*Corresponding author e-mail: abuzeracar@hotmail.com

92



INTRODUCTION

Calf health is imperative for herd continuity in
sustainable cattle farms. Adequately feeding the calves
with high quality colostrum is reportedly considered
to be one of the most important factors affecting
their health, growth, immune system, and vitality.
Global calf mortality rate is 20%, even in developed
countries in terms of animal husbandry. This could be
primarily attributed to insufficient and incorrect
feeding techniques. However, previous research
shows that the mortality rate in calves can be reduced
to 3-5% with good care-feeding and colostrum
management. Accordingly, colostrum s regarded as a
unique nutrient in terms of reducing health problems
and minimizing calf losses (Ozen 1999).

Colostrum, is necessaty to ensure the survival of new-
born calves, it is extremely nutritious and is rich in
energy, vitamins, minerals, and immunoglobulins (Ig)
that are essential for the calves’ growth and
development. The ratio of dry matter in milk (12%) is
considerably lower than that in colostrum (22%), and
this difference is largely due to the presence of
immunoglobulins in the latter. The immunoglobulins
neutralize the pathogenic bacteria that cause diarrhea
(Selk 2003). Additionally, colostrum is a laxative that
stimulates the normal function of the digestive system
(Wattiaux 2014). Furthermore, it is an excellent
source of energy as it is rich in animal fat and
carbohydrates and is responsible for regulating the
body temperature. It also contains trypsin inhibitors
and protein structures that accelerate the absorption
of Ig and prevents their destruction in the intestine
(Selk 2003, Quigley et al. 2009). Although the
colostrum is generally thought to be produced
between the 6% -10* milking after birth, the true
colostrum is obtained in the first milking. It is called
“transitional milk” since the milk structure and
consistency appears to transform from colostrum to
milk from the second milking to the eighth (Wattiaux
2014). Colostrum becomes milk in transit for
approximately 48 h, and normal milk in 72 hours
(Senturk 2012).

A healthy immune system is necessary to resist
diseases; however, this system cannot provide
complete protection to the new-born calves against
diseases. Feeding colostrum to new-born calves is
imperative since the immunoglobulins that are
absorbed via the small intestine create a passive
immunity against infections (Korhonen et al. 2000,
Hamilton and Giesen 2003, Morter 2003). A serum Ig
concentration of 210 mg/mL indicated the presence
of adequate passive immunity (Waterman 1998). This
can be ensured by administering the calves with 100 g
of IgG in the first 12 hours. Calves should not
allowed to suckle immediately after birth (Hurley and
McCoy 2003), since it may result in high rates of
passive transfer insufficiency (Weaver et al 2000).

Reportedly, the ideal method to administer colostrum
is using a (measured) bottle in a controlled manner.
In addition, we can use this method to calculate the
amount of colostrtum consumed by the calf.
Colostrum can be administered to calves with probe
application; however, this method may lower the
serum IgG levels considering the fact that probe-
administered-colostrum first enters the rumen and is
absorbed in the abomasum and subsequently the
intestines. Howevet, it takes 2-4 houts to transfer the
colostrum from the rumen, resulting in lower levels
of Ig in the intestines (Quigley and Drewry 1998).

This study aimed to compare the immunoglobulin
levels of calves that drank the colostrum directly from
the mother in their first two meals, those drinking 5%
of the birth weight through a bottle, and those
drinking 8% of the birth weight in a bottle.
Additionally, we aimed to identify the most efficient
and beneficial method for breeders, to guide them in
revising or changing their current methods, and to be
beneficial in our efforts to cause a nation-wide
reduction in calf mortality.

MATERIALS and METHODS

We used 27 new-born Simental breed calves (15
females and 12 males). We ensured that the lactation
number of the mothers in the groups was balanced
and the mothers in the mean 3rd lactation were
included in the study. The breeding cows underwent a
standard dry period feeding and vaccination program.
The new-born calves were dried by either being licked
their mothers or using a clean towel. We examined
their abdomen and recorded their birth weights. The
colostrum brix refractometer values of the calves'
mothers were recorded. Concurrently, we stored
some of these colostrum samples at -20 °C for ELISA
analysis. The official ear tags of the calves were
attached on the day they were born. The calves were
housed in the same maternity and calf paddock and
were fed with calf feed in the form of 2-day-old
mixture of water and pellets.

Experimental Design

Three different experimental groups were created by
randomly selecting the calves. Group I (n=6): Calves
were encouraged drink from the udder and were
helped by the staff to suckle after being licked and
dried by their mother. The calves started suckling
approximately 30 minutes after birth and were
permitted to suckle and stop voluntarily. After 10
hours, the calves that had stopped sucking voluntarily
were taken to a separate calf compartment and was
placed closer to their mothet's udder for a second
meal. The calf continued to suckle to satiation. In the
3rd and subsequent meals, 2.5 I milk was given to the
calf with a nursing bottle, which changed to milk
replacement food after the 6th meal.
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Group II (n=10): We measured the calves’ birth
weight and fed them their mother’s milk by weighing
equal to 5% of their birth weights in feeding bottles.
The calves started suckling nearly 30 minutes after
birth. Subsequently, they were separated from their
mothers and taken to a different room.
Approximately 10 h later, we collected the mother’s
milk equal to 5% of the calves’ birth weight and fed
the calves with a feeding bottle for their second meal.
In the 3 and subsequent meals, 2.5 1 milk was given
to the calf with a nursing bottle, which was changed
to a milk replacement feed after the 6th meal.

Group 111 (n=11): We fed the calves in this group
with feeding bottles by weighing out their mother’s
milk equal to 8% of the calf's birth weight. The calves
started suckling 30 minutes after birth. The calves
were then placed in a separate room. Approximately
10 h later we fed the calves with an identical quantity
of their mothers' milk with a feeding bottle for their
second meal. In the 3rd and subsequent meals, 2.5 1
milk was given to the calf with a nursing bottle, which
was changed to milk replacement food after the 6th
meal.

Samples and Measurements

Blood IgG levels were determined by collecting the
serum, obtained by centrifuging the blood from V.
jugularis (1500 cycles, 10 minutes) 24 h after birth and
on the 7™ day after birth when the calves no longer
suckle or drink from the feeding bottle. The blood
was stored at -20 °C for ELISA analysis.

We recorded the colostrum brix refractometer values
of the calves' mothers, while concutrently freezing
these samples at -20 °C for ELISA analysis. Frozen
blood serum and colostrum were delivered to the
laboratory in the cold chain after completing the
sampling. The samples were then analyzed with a
Biotek elx800 device using the ELISA method and
the Biox branded IgG kit according to the
manufacturer's protocol. The calves’ body weights
were measuted and recorded when they were 30 days
of age.

Statistical Analyses

Descriptive  statistics  (Frequency,  Percentage,
Arithmetic Mean, and Standard Deviation) were used
in the study, and the presence of inter-group
differences was tested with Single Factor Variance
Analysis. The data obtained in the study were
analyzed with SPSS 18.01 for Windows package
program and studied with a significance level of 0.05.
Pearson correlation analysis was performed to
determine whether there was a relationship between
refractometer measurement results of colostrum
samples and immunoglobulin levels in the colostrum
determined by ELISA.

RESULTS

Birth weights were recorded for all experimental
groups. Accordingly, the calf with the lightest and the
heaviest calves at birth weighed 36 kg and 54 kg,
respectively. The lowest and highest values with
regard to the colostrum IgG levels were 30.37
mg/mlL and 85.15 mg/mL, respectively. The lowest
value for the calves’ blood serum immunoglobulin
levels was 1.48 mg/mlL and the highest was 8.77
mg/mlL. At 1 day of age, the lowest blood serum IgG
level was 30.58 mg/mL and the highest was 86.85
mg/mlL. The lowest recorded IgG level in the blood
serum was 27.66 mg/ml and the highest value was
76.18 mg/mlL on the 7% day. The calves were
weighed on the 7th day, and the lowest and highest
body weights were 38 kg and 58 kg, respectively. On
their 30t day, the lowest body weight was 39 kg and
the highest was 63 kg; furthermore, we measured the
daily body weight gains of the calves at that age, with
the lowest being -0.200 kg and highest 0.500 kg
(Table 1, 2).

The results of the refractometer measurements of the
colostrum samples did not demonstrate any
significant ~ correlation  with  that of  the
immunoglobulin levels in the colostrum determined

by ELISA (Table 3).

Table 1. The descriptive statistics of weight and colostrum measurements in calves

Variables Unit Minimum  Maximum  Mean Standard
deviation
Birth weight Kg 36.00 54.00 43.59 5.44
Colostrum Ig levels mg/ml 30.37 85.15 64.56 13.39
Calf postpartum Ig levels mg/ml 1.48 8.77 2.25 1.50
Ig levels at 1 day of age mg/ml 30.58 86.85 69.37 12.19
Ig levels at 7 days of age mg/ml 27.66 76.18 62.83 12.07
Body weight at 7 days of age kg 38.00 58.00 45.85 5.52
Body weight at 30 days of age kg 39.00 63.00 51 5.62
Daily body weight gain at 30 days of age kg 0.20 0.50 0.13 0.13
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Table 2. The comparison of groups according to weight and colostrum measurements

Variables Groups Mean Standard deviation  Standard error P value
Group 1 45.83 5.49 2.24

Birth weight Group 2 44.40 5.13 1.62 0.27
Group 3 41.04 5.52 1.66
Group 1 74.21 9.29 3.79

Colostrum Group 2 59.79 16.51 5.22 0.10
Group 3 63.63 9.92 2.99
Group 1 3.24 2.88 1.18

Blood sample on birth day Group 2 2.17 0.90 0.28 0.17
Group 3 1.80 0.43 0.13
Group 1 65.92 18.80 7.67

Blood sample on day 1 Group 2 70.62 11.35 3.59 0.75
Group 3 70.11 9.18 2.77
Group 1 60.72 16.40 6.70

Blood sample on day 7 Group 2 58.78 13.32 4.21 0.22
Group 3 67.67 6.30 1.90
Group 1 48.50 4.68 1.91

Weight on day 7 Group 2 46.10 5.32 1.68 0.31
Group 3 44.18 5.96 1.80
Group 1 54.00 5.29 2.16

Weight on day 30 Group 2 50.30 4.55 1.44 0.34
Group 3 50.00 6.53 1.97
Group 1 0.27 0.05 0.02

Daily body weight gain Group 2 0.19 0.10 0.03 0.27
Group 3 0.28 0.18 0.05

Table 3. Correlation of colostrum IgG levels between refractometer and ELISA analyses

Variables Refractometer Colostrum 1gG level
Pearson Correlation 1 0.195
Refractometer P 0.329
N 27 27
Pearson Correlation 0.195 1
Colostrum 1gG level P 0.329
N 27 27

DISCUSSION

Calves are born hypogammaglobulinemic due to
considerably low amount of immunoglobulins that
are transferred from the placenta in ruminants. For
this reason, calves must consume colosttum within
the first 2 hours after birth to transfer the maternal
passive antibodies and build the calf's immune
system. Passive transfer failure occurs in calves that
have not consumed adequate amount of colostrum,
and calves become resistant to diseases (Sentirk
2012). According to Weaver et al. (2000), the calf
should not be allowed to suckle immediately after
birth. High rates of passive transfer failure reportedly
occur in calves that are allowed to suckle their

mother. Here, we did not observe passive transfer
insufficiency for approximately 30 min after the
calves were cleaned and dried. Considering the results
of our study, we could not observe passive transfer
failure in calves in Group 1 possibly due to the fact
that the calf may have been resting, getting over birth
stress, and recovering metabolically for 30 min after
birth, and thus getting enough colostrum. However,
despite the lack of inter-group statistical differences,
the lowest IgG level was determined in Group 1.
Therefore, it may be possible to acquire more precise
results by increasing the number of animals used in
the study.
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Besser et al. (1991) investigated three different
methods of administering colostrum in Holstein
calves, which included feeding the colostrum with a
probe, feeding colostrum with bottles, and directly
sucking it from the mother were compared, and
passive transfer failure rates were revealed.
Consequently, the passive transfer failure was found
in 10.8% of those fed by the probe, 19.3% of those
who were fed a bottle, and 61.4% of those who
suckled their mothers. According to our study,
passive transfer failure (less than 10 mg/mlL of serum
immunoglobulin density) was not observed between
the groups.

Laestander (2016) compared the methods to
administer colostrum, which includes feeding with a
bottle, probe, and suckling the mother. In this study,
the calves were monitored for 2 weeks, and their feed
intake, growth rate, and health status were recorded.
In addition, IgG concentrations were measured in the
colostrum of the mothers and in the calf blood at the
241 and 48%* hour after birth through ELISA. The
results revealed no significant difference between the
different feeding methods in terms of serum IgG
levels at the 24 h and 48™ h or calf health. Similarly,
we found no significant inter-group differences in
terms of lgG level in blood serum taken 24 h after
delivery (P> 0.05). According to the results of the
research conducted by Besser et al. (1991), the passive
transfer failure rates were found to be 61%, 19%, and
64% and 15% in calves that suckled their mother,
bottle, and administering 2 1 with a catheter and 4 L
with a catheter, respectively. According to our study,
no significant inter-group differences were observed
in terms of passive transfer failure (P> 0.05).
Recording the daily body weight increases revealed a
minor inter-group difference specifically in the calves
in Group 2. Calves in the Groups 1 and 3 presented
with an identical increase in the daily live weight
(mean=0.27 for group 1 and 0.28 for group 3), while
Group 2 calves had lower daily live weight increase
(Mean=19). However, this numerical difference was
not statistically significant (P> 0.05).

A Brix refractometer is an instrument developed to
measure the amount of IgG in the colostrum. The
scale (measure) in the Brix refractometer was
designed to measure the amount of sucrose in a
solution; however, the Brix values could be associated
with the Ig in the colostrum. There is a reportedly
0.63 correlation between laboratory analysis results
obtained for IgG using radial immunodiffusion and
Brix refractometer values. A Brix value of 22% in the
scale corresponds to 50 mg/mlL, that the colostrum
measured is of a high quality. The colostrometer
measures the specific gravity of the colostrum and
evaluates the total gamma globulin level based on a
statistical relationship. It is widely used to determine
IgG concentrations in colostrum (Quigly 2009).
According to Deelen et al. (2014), a refractometer

control can be used to detect a digital Brix
refractometer in detecting maternal immunoglobulin
compared to measuring serum total protein. The
percentage of Brix demonstrated  significant
correlations with the IgG levels. No significant
relationship was found between refractometer results
and serum immunoglobulin results (P> 0.05).
Accordingly, using a refractometer to estimate the
colostrum  immunoglobulin  level ~may  cause
inaccurate evaluation.

Despite the absence of statistically significant inter-
group differences, the blood IgG levels of the 1st
group calves were thought to be numerically lower
than the other groups, along with the presence of a
significant difference that could be observed with
increase in the number of animals. While our study
presented different results with the study of Besser et
al. (1991), our study yielded results consistent with
those of Laestander (2016) and Weaver et al. (2000).

Therefore, calf colosttum should be obtained
immediately after birth, while maintaining a certain
degree of hygiene. The method or amount can be
selected according to the infrastructure and capability
of the farm. Checking the Ig level with a
refractometer may give misleading results. Therefore,
accuracy can be ensured by using the ELISA method.
It is not surprising that this method is not practical
and suitable for use in field conditions. Thus, from
the perspective of the results obtained from our
research, it was concluded that the calf losses due to
colostrum insufficiency can be minimized by
producing refractometers suitable for practical use or
ready-made diagnostic kits that provide results as
reliable as ELISA results.
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