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Siiperovulasyon Uygulamasina Farkl Irklarin Verdikleri Cevaplarin

Arastirilmasi

Investigation of the Response of Different Breeds to the Superovulation

Treatment
Ozet

Bu ¢alisma, siiperovulasyon programu uygulanan 3 farkli sigir wkinin (Simental, Siyah-Alaca
ve Esmer) siiperovulasyon uygulamasma verdikleri cevaplarin ve elde edilen embriyo
kalitelerinin karsilastirilmasi amaciyla yapildi. Calismada her irktan en az bir dogum yapmus
ayni yas ve kondisyonlara sahip inekler kullanildi. Her inege Ostrus siklusunun herhangi bir
doneminde 1.38 g progesteron igeren intravaginal CIDR (Pfizer Inc., New York, USA) 9 giin
siireyle uygulandi. Her inege progesteron uygulamasinin 7. giiniinden baglamak iizere giinde 2
defa, 4 giin boyunca toplam 400 mg i.m. FSH (PLUSET/Laboratorios Calier) uygulamasi
yapildi. Biitiin hayvanlara 5. FSH wuygulamasi ile birlikte 150 upg. d-choprostenol
(Dalmazin/Vetas) yapildi ve 6. FSH uygulamasi ile birlikte CIDR uzaklastirildi. Son FSH
uygulamasinin ardindan strus belirtilerinin 12. ve 24. saatlerinde suni tohumlama yapildi. Tlk
suni tohumlamadan 7 (yedi) giin sonra non-surgical yontemle uterus yikamasi yapilarak
embriyolar toplandi. Elde edilen sonuglara gére Simental irki ineklerin siiperovulasyon

uygulamasina olan cevabinin diger irklardan daha iyi oldugu gozlendi.

Anahtar kelimeler: Siiperovulasyon, Embriyo, Simental, Siyah Alaca, Esmer

Abstract

This study was carried out to compare three different breeds (Simmental, Holstein and Brown
Swiss) for the response to the superovulation program and embryo quality. Cows from each
breed which have given at least one birth and which are at the same age and conditions were
used. Regardless of the period of the oestrus cycle, intravaginal CIDR (Pfizer Inc., New York,
USA) implant including 1.38 g progesteron was applied to each cow and kept 9 days long. A
total of 400 mg i.m. FSH (PLUSET/Laboratorios Calier) was injected twice a day during 4
days from 7th day after implantation of CIDR to cows. All animals were injected 150 pg d-
choprostenol (Dalmazin/Vetas) together with 5th FSH injection, and right after 6th FSH
injection CIDR was removed. After the last FSH injection, in the 12th and 24th hours from the
beginning of oestrus, cows were inseminated. Seven days after first insemination, embryos
were collected via non-surgical uterine flushing. According to the results, superovulation
response was better in Simmental cows than the others. The best response for superovulation in

FSH hormone was also observed in Simmental breed cows.

Key Words: Superovulation, Embryo, Simmental, Holstein, Brown Swiss
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Karagahin vd

Giris

Embriyo transfer (ET) teknolojisi genetik ilerlemeyi
hizlandirmak ve yiiksek genetik kapasiteye sahip
donorlerden elde edilen yavru sayisini artirmak
amaciyla kullanilmaktadir (Baruselli vd, 2006; Biilbiil
vd, 2010; Mapletoft vd, 2002). Sigirlarda genetik
ilerleme ve yetistirme i¢in uzun siireglere ihtiyag vardir.
Embriyo transferi teknolojisi genetik ilerlemenin
stiresinin kisaltilmasi agisindan 6nemlidir (Nilchuen vd,
2011; Barati vd, 2006). Embriyo transferinin en 6nemli
ve vazgecilmez unsurlarmdan biri de
stiperovulasyondur. Siiperovulasyonun amaci, fazla
sayida follikiilleri baski altina alarak onlar1 ovulasyon
icin hazir hale getirmektir (Akyol vd, 2014). Sigirlarda
embriyo iiretim ¢alismalar1 yaygin olarak yapilmaktadir
(Quaresma vd, 2003). Siiperovulasyon ve embriyo
toplamak igin birgok farkli protokol olmasina ragmen,
bu protokoller son derece degisken sonuglari ortaya
koymaktadir (Silva vd, 2009). Bos Taurus’larda
stiperovulasyon basina ortalama 5-6 adet transfer
edilebilir embriyo elde edildigi bildirilmektedir (Hasler,

1992). Ineklerden bireysel olarak embriyo elde etme

oranlarinda  ¢ok  genis  degisiklerin  olmasi
siiperovulasyon  uygulamasimnin  dogal  olmayan
prosediiriinden  kaynaklanabilmektedir (Stroud ve

Hasler, 2006). Donér sigirlardan elde edilen embriyo

kalitesine, faktorlerin  etkili

bilinmektedir (Silva vd, 2009). i¢ faktorler arasinda 1rk,

ic ve dis oldugu
yetistirme, gonadotropinlere karsi bireysel duyarlilik,
yas, beslenme aligkanliklari ve saglik durumu etkili
olmaktadir (Akyol vd, 2014; Silva vd, 2009). Dis
faktorler arasinda FSH’nin degisik ticari preparatlarinin
mevsim

kullanilmasi, dozu,

sayilabilir (Kafi ve McGowan, 1997).

uygulama sekli ve
Bu calismada; Simental, Holsteyn ve Isvicre Esmeri

irklarin  sliperovulasyon uygulamalarina  verdikleri

cevaplarinin karsilagtirilmasi amaglanmstir.

Siiperovulasyon Uygulamasina Farkl Irklarin Verdikleri Cevaplarin Arastirilmasi

Materyal ve Metot
Her bir irktan en az bir dogum yapmis iicer bas dondr
inek embriyo elde etmek amaciyla kullanildi.
Calismada kullanilan donorler farkli zamanlarda birden
fazla defa kullanilmigtir. Siyah Alaca irkinda (H grubu)
11, Esmer wrkta (E grubu) 9 ve Simental irkinda (S
grubu) 12 uterus yikama islemi gergeklestirildi.
Calismada kullanilan hayvanlarin yasama ve verim
paylart hesaplandi. Tiim hayvanlara kuru yonca otu,
kuru cayir otu ve arpa samant ile birlikte konsantre yem
ile giinde iki defa beslendi. Su ise adlibitum olarak
verildi. Hayvanlar yar1 agik serbest sistem ahirlarda
barindirildilar. Biitin hayvanlara 0Ostrus siklusunun
donemine bakilmaksizin 9 giin sireyle 1.38 g
progesteron iceren intravaginal CIDR (Pfizer inc., New
York, USA) uygulandi ve bu uygulama zamani sifirinci
(0) giin olarak kabul edildi. Sigirlara CIDR takilmasini
takip eden 7. glinden itibaren dort giin boyunca giinde
iki kez azalan dozlarda sabah aksam (80:80 mg, 60:60
mg, 40:40 mg, 20:20 mg) olacak sekilde toplam 400
mg/i.m. FSH (Folltropin-V-Bioniche, Belleville,
Ontario Canada) uygulandi. Biitiin hayvanlara 5. FSH
birlikte

(Dalmazin/Vetag) uygulandi ve 6. FSH enjeksiyonu ile

enjeksiyonu ile 150 pg. d-kloprostenol

birlikte CIDR uzaklastirildi. Son FSH uygulamasinin
12. ve 24. saatlerinde inekler 2 kez tohumlandi. Suni
tohumlamadan sonraki 7. giinde %1 buzagi serumu
(CS) (N4762, SIGMA) ve antibiyotik (125 mg/l
Kanamisin)  igeren  laktath

ringer  sollisyonu

(Eczacibag1) ile uterus yikama islemi yapilarak

embriyolar toplandi. Uterus yikamasini takiben elde
edilen siiziintii laboratuvarda mikroskop altinda tarandi.
Bulunan embriyolar Phosfat Buffer Soliisyonu (PBS)
+ %20 CS + %04 Bovine Serum Albiimine (BSA)
(A9647) soliisyonu igerisine aktarilarak stereo
mikroskop altinda degerlendirilip kalite ve gelisim

safthalarina gore siiflandirildi. Elde edilen embriyolar

JAVST 2016; 1(1): 1-5
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IETS nin (Wright JM (1998), belirledigi kriterlere gore

kalite siniflandirmasi yapildu.

Bulgular

Calisma sonucunda siiperovulasyon uygulamasina
wklar bazinda elde edilen bulgular Tablo 1°de
verilmistir. Bu ¢alismada H grubunda 11, E grubunda 9
ve S grubunda 12 uterus yikama islemi gergeklestirildi.
Elde edilen korpus Iluteum sayilari, ovum-embriyo
kazanma, transfer edilebilir embriyo, dejenere embriyo

ve fertilize olmamis oosit degerleri; H grubunda

sirastyla  8.36£2.37, 70.65 (65/92), 3.27£2.05.
1.454£0.92, 1.18+1.28, E grubunda, 10.22+2.62, 95.65
(88/92),  3.66+2.67,  1.56+1.01, 4.33+1.14, S
grubunda, 15.92+2.27, 83.24 (159/191), 6.83+1.96,

3.33+0.88,  3.08+1.22 olarak tespit edildi. Irklar
arasinda CL sayis1 ve embriyo kazanma orani
bakimindan gruplar arasindaki farklililk  Snemli

bulunmustur (P<0.05). Transfer edilebilir embriyo ve
transfer edilemeyen embriyo bakimindan gruplar arasi
istatistik  olarak fark gdzlenmemistir  (P>0.05).
Hesaplamalarda one way anova kullanilmigtir. S
grubunda hayvan bagmna 15.9242.27 olan CL
ortalamasi, H grubundan elde edilen sonuglara kiyasla
daha yiiksek bulunmustur (P<0.05). Geri kazanma
oranlart1 bakimindan Esmer 1rkin siiperovulasyonu
sonucunda tespit edilen kowrpus Iluteumlara ait
hiicrelerin biiytik bir ¢ogunlugunun elde edildigi (%
95.65) ve bu oranin diger 2 irka ait geri kazanimdan

yiiksek oldugu goriilmiistiir (P<0.05).

Tartisma
Bu ¢aligma 3 farkli sigir irkina uygulanan (Siyah Alaca,
Esmer ve Simental) siiperovulasyon programinin elde
edilen embriyo say1 ve kalitesi tizerindeki etkisini tespit
etmek amaciyla

gerceklestirildi. Sigirlarda

siiperovulasyon programini etkileyen ¢ok ¢esitli

Siiperovulasyon Uygulamasina Farkl Irklarin Verdikleri Cevaplarin Arastirilmasi

faktorler vardir. Bu faktorler arasinda en Onemlileri;
hayvanlarm irki ve yetistirildigi ¢evredir (Mapletoft vd,
2002). Cevresel faktorler arasinda; beslenme durumu,
iireme gegmisi, sezon, yetistirme tarzi ve ovaryumlarin
sirasindaki  durumlar1  siiperovulasyonu
(Mapletoft vd, 2002).

Embriyo iretimini sinirlayan temel faktorlerden biri,

uygulama
etkileyen faktorlerdendir

ticari olarak siiperovulasyon amaciyla kullanilan
gonadotropinlerin ovaryumlar {izerindeki etkisi ve
yeterli sayida oosit ovulasyonu saglamasidir (Kelly vd,
1997).

Demczuk vd, (1998) Simental irki ineklerde yaptiklar
calismada ortalama 9.8 adet transfer edilebilir embriyo
elde ettiklerini belirtmislerdir. Simental irki ineklerin
siiperovulasyonu amaciyla iki farkli FSH preparatinin
kullanildigr bir ¢calismada Pluset kullanilan grupta 7.56,
Pluset ve Folltropin birlikte kullanildigi grupta ise
ortalama 10.44 edilebilir

2004).

transfer embriyo elde

edilmistir (Nascimento, Bizim yaptigimiz
calismada FSH preparati olarak Folltropin kullanilmig
olup elde edilen transfer edilebilir embriyo sayisinin bu
caligmalardan diisiik oldugu gorilmistir. Biilbtl vd,
(2010)
calismalarinda ortalama 9.2 adet CI ve 4.5 adet transfer
edilebilir

Tarafimizdan yapilan ¢aligmada, bu c¢aligmaya yakin

Isvigre ~ Esmeri  sigirlarda  yaptiklart

embriyo elde edildigini bildirmislerdir.
sonuglar elde edilmistir. Detterer vd, (1997) 2 veya
daha fazla dogum yapmis Siyah Alaca irki ineklerde
yaptiklari calismalarinda elde ettikleri ortalama 9.23
adet embriyodan ortalama 4.46, adedinin, Viera vd,
(2014) Siyah Alaca irki ineklerde 10.6 hiicreden 7.5,
Hasler vd, (1981) 3-6 yas arasi Siyah Alaca ineklerde
ortalama 10.7 adet hiicreden 7.1 adedinin nakledilebilir
nitelikte oldugunu belirtmislerdir. Bizim yaptigimiz
arastirmada ise gerek ovaryum iizerindeki Cl sayis1 ve
gerekse transfer edilebilir kaliteli embriyo sayisi

bakimindan ilgili yazarlardan daha az bulunmustur.

JAVST 2016; 1(1): 1-5
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Diisiik olmasinin en 6nemli sebebinin yetistirme sartlari
ve beslemenin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Siyah Alaca irki sigirlarda yapilan bir
bagka caligmada siiperovulasyon basina ortalama 4.15
transfer edilebilir embriyo, 2.12 transfer edilemez
embriyo elde edildigi bildirilmistir (Hizli vd, 2012).
(MOET)

kapsaminda Misir’da yapilan caligmada Isve¢ Esmer’i

Multiple ovulasyon ve embryo transfer

ineklerin siiperovulasyon programina cevabinin Siyah
Alaca ineklerden daha iyi oldugu belirtilmistir (Hiissein
vd, 2014). Yine Amerikan Embriyo Transfer Birliginin
verilerine gore siiperovulasyon sonucu, et¢i irklarda

ortalama 6.6, siitcii irklarda ise 5.7 kaliteli embriyo elde

Siiperovulasyon Uygulamasina Farkl Irklarin Verdikleri Cevaplarin Arastirilmasi

edildigi bildirilmektedir (Hasler, 2010). Sunulan
calismada et¢i Ozelligi agir basan kombine irklardan
Simental ki ineklerden siiperovulasyon sonrasi elde
edilen sonuglarin diger iki wktan daha iyi oldugu
goriilmektedir. Ozellikle ortalama CL ve transfer
edilebilir embriyo sayilar1 bakimindan daha iyi sonuglar
alinmstir. Siiperovulasyon sonrasi elde edilen hiicre ve
embriyolarin geri kazanim orani ise Esmer irkta %95.65
gibi oldukga yiiksek bir oranda ¢ikmistir. Bu durumun
en biliylk sebebi olarak Esmer 1wk ineklerin
uteruslarinin  anatomik yapisinin maniiplasyonlarda
kolaylik

saglamasindan kaynaklandigi

disiiniilmektedir.

Tablo 1: Siiperovulasyon uygulamasi sonucu elde edilen veriler.
Table 1: The data obtained from superovulated application.

Siyah Alaca Esmer Simental
N 11 9 12
Toplam CL 92 92 191
Ortalama CL 8.36+2.37° 10.2242.62%  15.9242.272
Transfer edilebilir embriyo 36 33 82
Ortalama transfer edilebilir embriyo 3.27+£2.05 3.66+2.67 6.83£1.96
Dejenere embriyo 16 14 40
Ortalama dejenere embriyo 1.45+0.92 1.56+1.01 3.33+0.88
UFO 13 39 37
Ortalama UFO 1.18+1.28 4.33+]1.14 3.08+1.22
Toplam oosit ve embriyo 65 88 159
Geri kazanim orani (%) 70.65°¢ 95.652 83.240
Follikiil bulunma orani (%) 27.27 11.11 8.33

(P<0.05)

Sonuc¢
Sonug¢ olarak her ii¢ irkin embriyo transferi amaciyla

stiperovulasyonda kullanilabilecegi kanaati olusmustur.
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Applications of Different Comet Assay (the Single Cell Gel Eelectrophoresis)
Methods for Detecting DNA Damage in Cryopreserved Fish Sperm

Kriyoprezervasyon Uygulanmis Balik Sperm Hiicrelerinde DNA Hasarinin
Tespitinde Farkli Comet Analizi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi) Metotlarinin

Uygulanmalari
Abstract

Cryopreservation as an assisted reproduction method is commonly used for successful long-
term storage of not only human but also animal gametes, even their embryos. Moreover,
cryopreservation of sperm offers many advantages. In fish, for instance, it is useful for
improving artificial reproduction, facilitating genetic manipulation, and reducing the amount of
male breeders stocks. However, after cryopreservation, sperm cell could have some problems
such as loss in motility and DNA damage, leading to lower fertilization and hatching rates. The
comet assay is a simple, but sensitive tool for detecting strand breaks in DNA in single sperm
cells. In this study, three comet assay methods which contain different chemical agents and
have different application times were carried out on fish sperm. The mixed sperm samples
obtained from mature carp (Cyprinus carpio) males were used in the experiments. Firstly, using
fresh sperm samples, DNA damage is classified by means of lysis solutions of each used
method without H202 and with 12, 25 and 50 uM H202. Thus, DNA damage is visually scored
by measuring the DNA tail of each sperm cell in fluorescent microscope images as positive
control (undamaged DNA), 1, 2, and 3 classes of damage, referring from the less to more
damaged sperm cells. Secondly, after thawing, cryopreserved sperm samples were applied by
the comet assay methods. The results of three methods have shown no significant differences
among the percentages of undamaged DNA (67.7+2.0 %, 69. 3+1.8 % and 68.2+2.8 %) and
total damaged DNA (32.3£2.0 %, 30.7£1.8 % and 31.8+£2.8 %) of sperm cells as. On the
contrary, there were some statistical differences among the classes of damage. Consequently,
all methods have been found successful in detection of undamaged and total damaged DNA but

not in the recognition of the damage classes.

Key Words: Cryopreservation, Comet Assay, DNA damage, Fish sperm, Single Cell Gel

Eelectrophoresis
Ozet

Kriyoprezervasyon, hem insan hem de hayvan gametlerinin, hatta embriyolarinin, basarili bir
sekilde uzun siireli saklanmasi i¢in yaygin olarak kullanilan yardimer iireme tekniklerindendir.
Ayrica, sperm kriyoprezervasyonun birgok avantaji vardir. Ornegin, baliklarda suni dllemenin
gelistirilmesinde, genetik manipiilasyonlarin kolaylastiriimasinda, erkek anag stokunun
azaltilmasinda kullanilir. Ancak kriyoprezervasyon sonrasi, sperm hiicrelerinde sonrasinda
dolleme ve yumurtadan ¢ikis oranlarinin azalmasina sebep olacak motilite kaybi ve DNA hasar1
gibi problemler ile olusabilir. Comet analizi, DNA sarmalindaki kiriklar1 tek bir sperm hiicresi

seviyesinde tespit edebilen basit ve hassas bir aragtir.
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Applications of Different Comet Assay

Bu ¢alismada, farkli kimyasal maddeler ve uygulama zamanlarina sahip ii¢ farkli Comet analiz metodu balik sperm hiicrelerine

uygulanmstir. Olgun sazan balig1 (Cyprinus carpio) bireylerinden alian sperm 6rnekleri bu ¢alismada kullanilmistir. Oncelikle, taze

sperm Ornekleri kullanilarak, her metot igin liziz soliisyonuna 12, 25 ve 50 pM H202 eklenerek DNA hasar siniflandirilmistir. Boylece,

DNA hasari, her hiicre DNA’sinin olusturdugu kuyruk uzunluguna gore floresan mikroskop altinda incelenerek gorsel olarak, 1. 2. ve 3.

dereceden hasarli ve H202 eklenmemis drnekler 0 (hasarsiz) olarak dlgeklendirilebilir. Sonrasinda, kriyoprezervasyon uygulanmis sperm

ornekleri ¢oziindiiriilerek, ti¢ farkli Comet analiz metodu uygulanmistir. Ug metoda ait yiizde hasarsiz DNA sonuglari (%67,7+2,0; %

69,3+1,8 ve %68,2+2,8) arasinda ve toplam hasarli DNA sonuglar1 (%32,3+2,0; % 30,7+1,8 ve %31,8+2,8) arasinda istatistiki olarak

o6nemli derece fark saptanamamustir. Buna karsin, DNA hasar siniflandirmalari arasinda bazi istatistiksel farkliliklar bulunmaktadir.

Sonug olarak, her ii¢ metot hasarsiz ve toplam hasarli DNA tespitinde benzer basariy1 gostermekte iken DNA hasar smiflarinin

tammlanmasinda farkliliklar olabilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kriyoprezervasyon, COmet Analizi, DNA Hasari, Balik Spermi, Tek Hiicre Jel Elektroforezi

Introduction

In reproductive biology, cryopreservation is a common
method to preserve sperm cells, and has been applied in
sperm of different animal groups as well as in fish
sperm (Barbas & Mascarenhas, 2009; Diwan et al.,
2010). The cryopreservation of sperm offers many
benefits. In fish, for instance, the cryopreservation
could be used in conservation of endangered fish
species, acquiring desired genotype through cross-
breeding, easy transportation of genetic material,
broodstock protection, optimal sperm utilization in
hatchery production and laboratory experiments, easy
transportation of genetic material among hatcheries,
economically and effectively maintenance of breeders
in hatcheries, experimental material for advanced
studies (Chao et al., 1987; Chao& Liao, 2001).
Conceptually, the procedure of cryopreservation could
be divided into two main processes; the freezing and
the thawing. These processes have potential to damage
sperm cells associated with loss of motility and
accordingly fertility rate, loss of plasma membrane, the
integrity mitochondria and DNA (Cabrita et al., 1998;
Suquet et al., 1998). Damages in DNA as a result of the
cryopreservation procedure were determined not just in
human sperm also in boar, ram, and equine sperm by

comet assay (Hughes et al., 1997; Baumber et al., 2003;

Soliman et al., 2004; Fraser & Strzezek, 2005). Similar
damages in DNA have been found in different fish
species such as rainbow trout (Oncorhynchus mykiss),
gilthead sea bream (Sparus aurata), loach (Misgurnus
fosilis), sea bass (Dicentrarchus labrax) (Zilli et al.,
2003; Kopeika et al., 2003; Cabrita et al., 2005;).

The comet assay, or also known as single-cell gel
electrophoresis, is one of the common methods for
assessing DNA damage at individual cell level (Ostling
& Johanson, 1984). There are several different types of
comet assays which mostly vary based on the pH lysis
and electrophoresis solutions (Nossoni, 2008). The
procedure of comet assay demonstrated in Fig. 1 has
seven main steps; isolation of cells, preparation of
DNA

electrophoresis, neutralization, fluorescent staining and

slides, lysis, unwinding of strands,

microscopic evaluation.

—~C e SLIDES| ~~

%CELLS - LYSIS| Ny

ALKALI UNWINDING
(pH>13)

STAINING &

7 A\
MICROSCOPY ELECTROPHORESIS
-
} ™ [NEUTRALIZATION] ¢ ] = 2

Figure 1. The basic flow diagram of the alkaline comet assay
procedure, indicating main steps associated with the assay
(modified from Tice et al. 2008).

Sekil 1. Comet analizi temel prosediiriiniin temel
basamaklarin belirten akig semast (Tice vd. (2008) 'den
degistirilerek).
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In this study, three comet assay methods, Singh et al.
(1988), Cabrita et al. (2005), Shen & Ong, (2000),
which contain different chemical agents and have
different application times were carried out on fish
sperm. These three methods have been compared with
regards to their detection capacity in DNA damage

scores.

Materials and Methods

In this study, the mixed sperm samples that obtained
from mature carp (Cyprinus carpio) males manual
abdominal stripping while avoiding any contamination
from water, blood, urine, or faeces were used in the
experiments. The experiments were carried out in two
steps. Firstly, using fresh sperm samples, DNA damage
is classified by means of lysis solutions of each used
method without H,O; and with 12, 25 and 50 uM H>05.
Thus, DNA damage is visually scored by measuring the
DNA tail of each sperm cell in fluorescent microscope
images as positive control (undamaged DNA), 1, 2, and
3 classes of damage, referring from the less to more
damaged sperm cells. Secondly, after thawing, the
comet assay methods were applied by the cryopreserved
sperm samples.

Fresh and frozen/thawed sperm were rinsed with
phosphate buffer saline (PBS) solution, and diluted
until a final concentration of 8-10 x10°® sperm per ml.
Slides were prepared one day before the experiments
applying a thin layer of normal melting point agarose,
eliminating agarose in excess. The slides were stored at
room temperature and protected from dust and light.
Low melting point agarose was prepared next day for
the second layer. This agarose was mixed with 30 pl
sperm suspension in an Eppendorf tube. The agarose:
sperm suspension was added to the slides covering with
a coverslip. After that, the coverslip was removed and
slides were left to solidify at 4 °C for 10min. For each

sample, three slides were prepared and examined. Then,

Applications of Different Comet Assay

three comet assay methods, Singh et al. (1988), Cabrita
et al. (2005), Shen & Ong, (2000), are applied to the
sample, which main differences are summarized in
Table 1. In all methods, for comet visualization 40 pl
ethidium bromide at final concentration 0.5 pg/ml were
pipetted into the sample, and the slides were examined
with a system combining a fluorescence Zeiss Axio
Scope Al (Germany) microscope with AxioCam ICc 5
camera. 100 cells were scored per slide in triplicate.

In cryopreservation procedure, the semen samples were
mixed in a ratio of 1:9 (v/v) with an extender composed
of modified Kurokura solution (62 mM NaCl, 134 mM
KCI, 2 mM CaClz, 1 mM MgCl,, and 2 mM NaHCOs,
pH 8.2),10% DMSO, and 10% egg yolk (Magyary et
al., 1996). After dilution, the samples were drawn into
0.25 ml straws (IMV, France) and sealed with polyvinyl
alcohol. The straws were placed on a rack 2.5 cm above
a liquid nitrogen surface for 10 min and then plunged
directly into the liquid nitrogen. At least seven straws
per a sperm sample were frozen. After a week of
storage in liquid nitrogen, the samples were thawed in a
20°C water bath for 30 s (Ogretmen & Inanan, 2014).
The results are shown as the means + the standard
deviation (SD). Non-parametric Mann-Whitney U tests
followed by Kruskall-Wallis test were used, and
0<0.05 were taken to indicate a significant difference
between the treatments in terms of percentages of DNA

damages.

Results and Discussion

The classification of DNA damaged cells were
representative in Fig. 1. To obtain this classification,
fresh samples were treated by the different
concentrations of HyO, in lysis solution. Under the
fluorescence microscope, the sperm samples treated
with lysis solution with H,O, free were observed

spherical in diameter between 24-30 um. DNA of

JAVST 2016; 1(1): 6-13



Inanan et al.

sperm samples exposed by lysis solution with the
different concentrations of H,O were tailed, and length
DNA

concentrations of H,0,. Thus, the sperm samples

of the tail increased with the higher
exposed by 12 uM H>0, were visualized as an olive tail
in 30-40 um, and scored as grade 1 mild damaged
DNA. Similarly, the sperm treatments with 25 and 50
uM H>O; have image formations in the fluorescence

microscope grade 2 moderate damaged DNA (length

Applications of Different Comet Assay

between 40-50 um) and grade 3 severe damaged DNA
(length between >50 pm), respectively.

The three different comet assay methods were applied
with the different concentrations of HO; in lysis
solution to reveal that there is any difference in their
scaling or classification of DNA damaged (Fig. 3).
There were no significant differences between the
percentage of both DNA undamaged and damaged cell
among the three methods (P>0.05). Each H;0:

treatments were reflected a grade of DNA damaged.

Table 1. The main differences in the steps of among the comet assay methods used in this study (Si;Singh et al., 1998: Ca;Cabrita et al.,
2005: Sh;Shen & Ong, 2000).

Tablol. Bu ¢alismada kullanilan COmet analizi metotlarimin basamaklary arasindaki temel farkliliklar (Si;Singh vd., 1998: Ca;Cabrita
vd., 2005: Sh;Shen ve Ong, 2000).

The steps Si

Ca

Sh

Gel setting on slides Bottom layer; 0.5% NMA!

Top layer; Sample mixed with

0.5% LMA?

2.5 M NaCl,

100 mM Na,-EDTA,
10 mM Tris,

1% N-Lauroylsarcosine
1% Triton X-100.

Lysis solution

pH 10, for 1 hat4 °C

DNA decondensation

Electrophoresis solution 1 mM No-EDTA,
300 mM NaOH
Unwinding of DNA
pH >13

for 20 min at 4 °C
Electrophoresis running

for 20 min at 25 V 4 °C.
0.4 M Tris,

pH 7.5
for 5 min at 4 °C.

Neutralization

Drying of slides

Bottom layer; 0.5% NMA
Top layer; Sample mixed
with 0.5% LMA

2.5 M NaCl,

100 mM Na,-EDTA,
10mM Tris,

1% N-Lauroylsarcosine
1% Triton X-100.

pH 10, for 1 hat4 °C

+ 10 mM dithiothreitol
for 30 min at 4 °C.

+ 4 mM lithium
diiodosalicylate
for 90min

1 mM Na-EDTA,
300 mM NaOH

pH 12

for 20 min at 4 °C

for 10 min at 25 V, 300 mA,
4°C.

0.4M Tris,

pH 7.5

for S5min at 4 °C.

methanol for 3min.

Bottom layer; 0.75% NMA
Middle layer; Sample
mixed with 0.75% LMA
Top layer; 0.75% LMA
2.5 M NaCl,

100 mM Na-EDTA,

10 mM Tris,

1% N-Lauroylsarcosine,
1% Triton X-100.

pH 10, for 1 hat4 °C

+ RNase treatment®
for4 h

+ proteinase K* treatment
for15h

100 mM Tris,
300 mM sodium acetate

pH 10
for 20 min at 4 °C

for1 hat 12V, 100 mA,
4°C

0.4 M Tris-HCI
pH 7.4
for at least 5 min.

INMA: normal melting agarose; 2LMA; low melting temperature agarose; *RNase solution: 2.5 M NaCl, 5 mM Tris, 0.05%
N-Lauroylsarcosine, pH 7.4, with 10 mg/ml RNase A; “proteinase K solution: 2.5 M NaCl, 5 mM Tris, 0.05% N-
Lauroylsarcosine, pH 7.4, with 200 mg/ml proteinase K.

The percentages of undamaged DNA were found
98.8+0.8 %, 98.8+£0.6 %, and 98.8+0.8 % with three

comet assay methods, Singh et al. (1988), Cabrita et al.
(2005), Shen & Ong, (2000), respectively. In the same

JAVST 2016; 1(1): 6-13
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samples, also the percentages of Grade 1 damaged
DNA were detected by all methods as < 2%. In the
samples treated with 12 pM H,0,, According to the
methods, the percentages of Grade 1 damaged DNA
78.7£0.8 %, 21.3+0.8 %, and
78.7+1.8 %. In the same samples, the percentages of
Grade
21.3£1.8 %, 78.8+1.8 %, and 21.2+1.8 %. In the
samples treated with 25 pM H>0Op,

were scored as

2 damaged DNA were determined as
mainly the
percentages of Grade 2 damaged DNA was determined
as 83.8+1.5 %, 85.3£3.3 %, and 85.0+2.3%. In the
same samples, the percentages of Grade 1 and Grade 3
damaged DNA were also found as < 10 %. In the
samples treated with 50 uM H,0,, the percentages of
Grade 3 damaged DNA were scored as 92.0£1.3 %,
93.5+1.3% and 92.8+1.0% with three methods (Fig. 3).
The results of the applications of three methods to
cryopreserved sperm were shown in Table 2. According
to the methods, the percentages of undamaged DNA
were calculated as 67.67+2.0 %, 69.33+1.8 % and
68.17+2.8 % in the cryopreserved sperm. On the other
hand, the percentage of total damaged DNA was found
as around 30 % with all methods. The only significant
differences were observed in the grading of total
damaged DNA (P<0.05)

Eventually, the remarkable difference among the
methods was appeared the pH of electrophoresis
solutions. The electrophoresis solution of the method
used in Singh et al. (1988) was >13, while the others
were less tan this value. According to experience gained
in the current study, the final cell number and the

thickness of agarose gel added to the slides are very

Applications of Different Comet Assay

critical points in comet assay application of sperm cells.
These two factors are directly responsible for the clear
visualizing of DNA fragments to be scored in the
fluorescent microscope.

It is obvious that DNA damage as a cryoinjury can be
detected by different comet assay procedures. Also,
both sperm samples treated by H,O, and cryopreserved
have shown different resistance behaviors at cell level
in terms of DNA damages. The relationships between
DNA damages and fertility, and also hatching ratios
and malfunctions in offspring should be investigated in
the further studies. Recently, with the popularity of
gene and sperm banking of animal species,
cryopreservation and the detection of cryoinjuries like
DNA have become more important. Especially, for this
kind of banking, it should be clearly viewed that effects

of the different DNA damage grades on next progeny.

Conclusions

Even though the advantages of usage of cryopreserved
sperm in artificial insemination, detection of DNA
damages in sperm could turn out to be a critical factor.
In this study, three comet assay applications suggested
by previously studies have been compared. All methods
have been found successful in detection of undamaged
and total damaged DNA but not in the recognition of
the damage classes. Consequently, the comet assay
method suggested by Singh et al. (1988) is useful than
the methods suggested by Cabrita et al. (2005) and
Shen & Ong, (2000) in terms of consuming less

chemical agent and having a shorter application time.

JAVST 2016; 1(1): 6-13
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Figure 2. The figuration of comet images showing different levels of damage according to different-sized tails in visual scoring;
score 0 (undamaged DNA);grade 1 (mild damaged DNA); grade 2 (moderate damaged DNA); grade 3 (severe damaged DNA).
Sekil 2. Farkli kuyruk uzunluklarima gére DNA hasar seviyelerinin gorsel Comet goriintiilerinin sematize edilmesi: 0;

hasarlanmamig DNA, 1; az hasarlt DNA, 2; hasarli DNA, 3; ¢ok hasarli DNA.
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Figure 3. The classification of DNA damage scores (0; undamaged and various degrees of damage from minor to severe, 1, 2,
and 3). To obtain this scale, the different concentrations of H20O2 added to lysis solution (A; lysis solution with H202 free, B; lysis
solution with 12 uM H202, C; lysis solution with 25 uM H20z, D; lysis solution with 50 uM H20) using different methods
(Si;Singh et al., 1998: Ca;Cabrita et al., 2005: Sh;Shen & Ong, 2000). The letters show significancy at a= 0.05.

Sekil 3. DNA hasar derecelerinin siniflandiriimasi (0; hasarlanmamis DNA, 1; az hasarlit DNA, 2; hasarli DNA, 3; ¢ok hasarl
DNA). Bu élgeklendirme farkli metotlarin (hasarlar: (Si; Singh vd., 1998: Ca;Cabrita vd., 2005: Sh;Shen ve Ong, 2000)) liziz
soliisyonlarina H2Oz eklenmeden (4), 12 uM H202 (B), 25 uM H202 (C) ve 50 uM H202 (D) eklenerek elde edilmistir. Ayni

harfler aralarinda fark bulunmayan (P>0,05) benzer gruplar: gostermektedir.
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Table 2. The percentages of DNA damages of cryopreserved fish sperm obtained from different methods (Si;Singh et al., 1998:
Ca;Cabrita et al., 2005: Sh;Shen & Ong, 2000). Grade 1; mild undamaged DNA, Grade 2; moderate undamaged DNA, Grade 3;
severe undamaged DNA. The same letter shows no significance at the 5% level.

Tablo 2. Farkli metotlar kullamilarak elde edilen kriyoprezervasyon uygulanmis balik sperm hiicrelerinde yiizde DNA hasarlar
(Si; Singh vd., 1998: Ca;Cabrita vd., 2005: Sh;Shen ve Ong, 2000). 0; hasarlanmamis DNA, 1; az hasarli DNA, 2; hasarlt DNA,

3, ¢ok hasarli DNA. Siitunlardaki ayni harfler aralarinda fark bulunmayan (P>0,05) benzer gruplari gostermektedir.

Total damaged

Methods undamaged DNA DNA Grade 1 Grade 2 Grade 3
Si 67.67+2.0? 32.3£2.02 15.0£2.08  13.0£1.8%2  4.3£2.52

Ca 69.33£1.82 30.7+1.82 7.8+1.8°  11.8£2.4%  11.0£1.0°
Sh 68.17+2.8°2 31.8+2.8% 4.3+1.3b 12.2+£1.3%  15.3£0.3°
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Giardia Duodenalis ile infekte Buzagilarda Dogal Kist Sacihimi

Natural Cyst Shedding in Calves Infected with Giardia Duodenalis
Ozet

Bu c¢aligma saha kosullarinda Aydin yoresindeki farkli ilgelerde ishalli ve Giardia
duodenalis ile dogal enfekte 9 buzagida gergeklestirildi. Immunokromotografik hizh
diagnostik test kitleri ile G. duodenalis antijenleri belirlenen olgular Nested PZR analizine tabi
tutularak tani kesinlestirildi. Gram diskida kist sayimlari (Macmaster metodu) sonrasi 0., 3., 7.
ve 10. giinlerde kist sayimlarinin geometrik ortalama sirasiyla 18412.60; 10504.26; 17675.21
ve 10767.17 adet oldugu belirlendi. Kist agilimi ele alindiginda baglangi¢ degerlerine (0. giin)
gore 3., 7. ve 10 giinlerde istatistiksel dnemi bulunmayan bir azalmanin gergeklestigi; 7. glinde
3. ve 10. gilinlere kiyasla istatistiksel anlami bulunmayan bir artigin gozlemlendigi dikkati gekti.
Nested PZR analizinde tiim digk1 6rneklerinin pozitif oldugu tespit edildi. Yazarlarin bilgisine
gore Ege Bolgesindeki G. doudenalisile dogal infekte buzagilarda PZR esliginde
gerceklestirilen bu ¢aligmada, dogal kist saciliminin tespit edilmesiyle ileride gergeklestirilecek
parazitolojik, klinik ve molekiiler galismalara yon verebilecegi diisiiniildii. Tlaveten anilan
calismanin bolge enfeksiyon haritasia degerli katk: saglayacagi kanaatine varildi. Ulkemizde
6nemli ekonomik kayiplara neden olan buzagi ishalleri icerisinde G. duodenalis’ in unutulmus

etiyolojik etkenler arasinda yer aldig1 g6z oniinde bulundurulmalidir.
Anahtar Kelimeler: G. duodenalis, buzagi, Nested PZR
Abstract

The present study was carried out on field conditions, involving 9 diarrhetic calves naturally
infected with Giardia duodenalis in different districts of Aydin region. Precise diagnosis has
confirmed by Nested PCR analysis of cases, to these of which in immunochromatographic
rapid diagnostic test kits revealed G. duodenalis antigens as regarding cyst excretion.
Following cysts count in gram stool (Macmaster method), the geometric means on days 0., 3.,
7. ve 10. were determined 18412.60; 10504.26; 17675.21 ve 10767.17 respectively. Initial
values (day 0) compared with the 3rd, 7th days revealed in significant reduction, besides on day
7, in comparison to 3rd and 10th days, insignificant increase. All fecal samples were deemed
positive with Nested PZR analysis. According to present authours knowledge this study carried
out in calves infected with G. duodenalis via PCR, determination of natural cyst shedding may
provide future directions for arasitological, clinical and molecular studies. And also it was
concluded that the latter study may provide valuable contribution to the regional infection map.
It must also be taken into account G. duodenalis as a forgotten etiological agent, involved in

calf diarrhea causing economical loss in our country.

Key words: G. duodenalis, calf, Nested PZR
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Giris

Giardia duodenalis’ in zoonotik 6zelliginin yaninda
gelisme geriligi ve yemden yararlanma oranini
azaltarak ve ishale sebep olarak ekonomik kayiplara
neden olmasi, ¢iftlik hayvanlarindaki giardiazise iliskin
farkindaligin giiniimiizde daha da artmasina sebep
olmaktadir (O’Handley vd., 2003). Bir gram diskida
meydana gelen 108 kist sagilimi genis Olgiide cevresel
tekabiil bu durum

kontaminasyona etmekte ve

insanlarda su ile yaygin bulagsmanin olustugu

giardiazisi, ¢iftlik hayvanlarinin rezervuar olmasi
acisindan bir adim daha 6ne ¢ikarmaktadir (Buret vd.,
1990; O’Handley vd., 2000).

Giardia duodenalis diinyada yaygin olarak goriilen,
insan ve memeli hayvanlarda gastrointestinal
enfeksiyona neden olan flagellali paraziter bir etkendir
(Feng ve Xiao, 2011). Diski ile dig ortama atilan kist
formu +4 C° ‘de ve nemli ortamda 90 giin canliligim
koruyabilmektedir (Meyer ve Jarrol, 1980; Craun,
1990). Etkenin aym tiirler ya da farkli konakgilar
arasindaki bulagmasi kist ile kontamine su, diski ya da
gidanin alinmasiyla gergeklesebilmektedir (Rendtorft,
1978; Mark-Carew vd., 2010).
Geng buzagilarda giardiazisle
goriilmekle birlikte (O’Handley vd., 2000; O’Handley

ve Olson, 2006; Winkworth vd., 2008; Thoma vd.,

enfeksiyon yaygin

2010), prevalansi iklim, bagisiklik durumu ve ydnetim

gibi etkenlere bagh olarak degiskenlik
gosterebilmektedir (Ralston vd., 2003; O’Handley ve
Olson, 2006; Tiranti vd., 2011; Gillhuber vd., 2014).
Giardiaziste ishalin
bahsedilen
subklinik olarak seyreden enfeksiyonlarda ortaya
¢ikmayabilmektedir (Ruest vd., 1997; O’Handley vd.,
2001; Geurden vd., 2006).

Yapilan

gozlemlenen ortaya  ¢ikisi

faktorlerle  iliskilendirilebildigi  gibi

birkag calismada Giardia ile dogal

enfeksiyonun daha ¢ok neonatal periyodun sonunda

Giardia Duodenalis ile Infekte Buzagilarda Dogal Kist Sacilum

sekillendigi ve siklikla da kronik formda ishal bulgular1
gostermeksizin seyrettigi belirtilmektedir (O’Handley
ve Olson, 2006). Bunun yani sira siitten kesilen
buzagilarda siit emme donemine goére daha yaygin
seyrettigini belirten ¢alismalarda mevcuttur (Trout vd.,
2005). Buzagilarda 4 giinliik yasta diskida kist sagilimi
goriilebilmesine (Geurden vd., 2009) ragmen klinik
bulgularin 1 aylik yastan biiyiiklerde ortaya ciktigt
bildirilmektedir (O’Handley vd., 1999; Huetink vd.,
2001; Trout vd., 2004; Geurden vd., 2006). Digkida en
fazla kist sagiliminin 4-12 haftalik yasta (gram digkida
105-10° kist) meydana
(O’Handley vd., 1999; Ralston vd., 2003). Ayrica

geldigi  belirtilmektedir
konaktan kist atilimi aralikli olarak gergeklesmektedir
(Buret vd., 1990; Adam, 2001; DuBois vd., 2008; Xiao
ve Fayer, 2008).

Bu caligma ile Ege Bolgesindeki Nested PZR ile tanist
dogrulanan G. duodenalis ile dogal infekte buzagilarda,
dogal kist saciliminin tespit edilmesiyle ileride
gerceklestirilecek parazitolojik, klinik ve molekiiler
calismalara yon verebilmesi amagland1. Ilaveten anilan
calismanin bolge enfeksiyon haritasina degerli katki
varildi.  Ulkemizde &nemli

saglayacagi kanaatine

ekonomik kayiplara neden olan buzag ishalleri
icerisinde G. duodenalis ’in unutulmus etiyolojik
etkenler Oniinde

arasinda  yer aldigi  goz

bulundurulmalidir.

Materyal-Metot
Arastirmanin materyalini Aydmn ili c¢esitli yerlesim
alanlarinda yer alan siit¢ii si81r isletmelerine bagli ishal
ve benzeri gastrointestinal sikayetleri bulunan 5’1 erkek
ve 4’i disi olmak lizere yaslar1 20 giin ila 2,5 ay
arasinda degisiklik gdsteren ve biri Simental geri kalam
Holstein 1rki olan 9 buzagidan olusturuldu.

Diger enfeksiyéz ishal

ajanlarinin  eliminasyonu

amactyla hasta basinda hizli test kitlerinden (Anigen
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Rapid Bovid-5 Ag Test Kiti, Bionote Lab) yararlanildi.
Giardia pozitif bulunan buzagilarin diskilar1 toplanarak
cinko siilfat flotasyon ya da Giemsa boyama yontemi
ile mikroskop altinda etkene yonelik inceleme yapildi.
Calismanin baglangicinda kullanilan hizli tant test
kitleriyle G. duodenalis’ in vejetatif evreleri ve
kistlerine yonelik antijenik tespit immunokromatografik
olarak belirlendi. Mikroskobik muayeneler ve hizli tani
test kitleriyle giardiazis belirlenen 9 6rnekte QIAamp
DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Germany) ile protokole
uygun olarak DNA ekstraksiyon metodu uygulandi.
Daha sonra Caccid ve ark (2002) tarafindan tanimlanan
G7 F5-AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3
G759R 5’-
GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3

forward ve

reverse primerleri kullanilarak 753 bp biyiikligiindeki
p-giardin gen bolgesinin PZR ile amplifikasyonu
yapildi. Aynmt  PZR BGIF 5’-
GAACGAGATCGAGGTCCG-3’ forward ve BG2R
5’-CTCGACGAGTTCGTGTT-3 reverse?” primerleri
ile tekrar PZR amplifikasyonu gergeklestirildi (Sekil

urtinleri

1.). Bu islemlerin ardindan PZR firiinleri % 2’lik agaroz
jelde 90 volt dogrusal akimda 1 saat kosturuldu. Bu
islemin ardindan jel goriintileme cihazinda G.
duedonalis’ in 511 bp biiyiikligiindeki bant goriintiileri
elde edilerek tan1 kesinlestirildi.

Giardiazis ile enfekte buzagilardaki kist sagilimlari 0.,
3., 7. ve 10. giinlerde toplanan diski 6rneklerin uygun
metot ile mikroskop altinda kist sayiminin yapilmasiyla
gergeklestirildi.

Kist sayimlar1 sonucunda elde edilen sayisal degerler
geometrik ortalamalar baz alinarak tanimlayici
istatistikleri gerceklestirildi. Ookist sayilarmin giinler
arasi farkliliklarinin karsilastirilmasinda Wilcoxon testi
kullanildi. Istatistiksel analizler SPSS 15.0 paket
programi ile p<0,05

gergeklestirilerek degeri

istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.

Giardia Duodenalis ile Infekte Buzagilarda Dogal Kist Sacilum

Tan1 konulan olgulara calisma siiresince herhangi bir
sagaltim uygulamasinda bulunulmadi. Ancak calisma
tamamlanir tamamlanmaz tiim buzagilara anti-giardial
amacla 30 mgkg seknidazol

(Flagentyl tablet,

Eczacibasi) tek dozda oral yolla uygulandi.

Bulgular
Yapilan klinik muayene ile caligmaya dahil edilen
buzagilarin tiimiinde ishal bulgular1 gézlemlenirken bir
tanesinde emme refleksinin zayif oldugu belirlendi. Ug
olguda 3. giinde ishal bulgular1 ortadan kalkmasina
ragmen digkiyla kist sa¢iliminin devam ettigi yapilan
mikroskobik incelemelerle ortaya ¢ikarildu.

Trofozoit ve kistlerin belirlenmesi amaciyla 0., 3., 7., ve
10. giinlerde gergeklestirilen natif muayene ile biitiin
buzagilarda  diskida  kist

saptandi.  Yapilan

orneklemelerin higbirinde trofozoit formu
belirlenemedi. Natif digki bakisimin yani sira yapilan
¢inko siilfat flotasyon (1.18 dansite) yonteminde de tiim
buzagilarlardaki kist varligit dogrulandi. Taniy1
desteklemek ve kuvvetlendirmek amaciyla 0. gilinde
hizli tani test kitleriyle etkene yonelik antijen varligi
belirlendi. Gram diskida kist sayimlar1 (Macmaster
metodu) sonrast 0., 3., 7. ve 10. giinlerde kist
sayimlarinin geometrik ortalama sirasiyla 18412.60;
10504.26; 17675.21 ve 10767.17 adet oldugu belirlendi.
Kist a¢ilimi ele alindiginda baslangig degerlerine (0.
giin) gore 3., 7. ve 10. giinlerde istatistiksel 6nemi
bulunmayan bir azalmanin gergeklestigi; 7. glinde 3. ve
10. giinlere kiyasla istatistiksel anlami bulunmayan bir
artisin gdzlemlendigi dikkati cekti. Tlgili bulgular tablo
1’de gosterildi. Caligma siiresince kist sagiliminin
devam ettigi, 3 buzagida 0. giine kiyasla kist atilim
sayisinda artis sekillenmesine ragmen 6 buzagida
azalma belirlendi. Kist atilim sayisinin  arttig
gozlemlenen 3 buzagida 7. ve 10. glinde de Kkist

atiliminin baslangi¢ giiniine gore fazla oldugu tespit

JAVST 2016; 1(1): 14-19
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edildi. Calismanin son giiniinde 5 olguda digerlerine
gore yiiksek kist atilimi belirlendi. Diger taraftan
Nested PZR analizinde tiim diski 6rneklerinin pozitif

oldugu tespit edildi. flgili bulgular sekil 1°de sunuldu.

Tartiyma
Kronik formda ve neonatal donemin sonunda
karsilasildigt belirtilen giardiazis olgularinin

(O’Handley ve Olson, 20006) siitten kesilen buzagilarda
da yaygin seyrettigi (Trout wvd., 2005) ve Kkist
saciliminin 4 giinliik yasta baglamasina (Geurden vd.,
2009) ragmen en fazla sekillendigi donemin 4-12
oldugu ifade
(O’Handley vd., 1999; Huetink vd., 2001; Trout vd.,

2004; Geurden vd., 2006). Bu arastirmada yukarida

haftalik yas araligi edilmektedir.

bahsi gecen caligmalar ile ortiisiir sekilde 20 giinliik bir
buzagida calisma siiresince kist atilimi gdzlemlenmekle
beraber siitten kesilen buzagilarda da enfeksiyon
varligina rastlanmig ancak yaslara gore prevalansinin
degerlendirmesi yapilacak kadar 6rnek c¢aligmaya dahil
edilememistir.

Ayrica giinlere goére kist sagilimi

farklilik gostermektedir.

Giardia Duodenalis ile Infekte Buzagilarda Dogal Kist Sacilum

(Meyer 1980; Craun, 1990). Aydin ili ve civar1 etkenin
dis ortamda korunmasina yonelik c¢evresel sartlari
saglayan bir ilimizdir. Bununla birlikte Aydin ilinde
insanlarda zoonotik asemblajlara yonelik calismalarda
mevcuttur (Yazici vd., 2007; Karadam vd., 2008; Ertug
vd., 2016). Bu sebeple ¢iftlik hayvanlarinda belirlenen
suglarin (assemblajlarin) molekiiler karakterizasyonu
farkli  g¢iftliklerde zoonotik potansiyelin  ortaya
konulmasini, bdylelikle bolge infeksiyon haritasinin
netlestirilerek gerekli onlemlerin alimmasini
saglayacaktir.

Bu ¢alisma G. duodenalis ile dogal infekte 9 buzagida
gerceklestirildi. imminokromotografik hizli diagnostik
test kitleri ile Giardia duodenalis antijenleri belirlenen
olgularda, gram diskida kist sayimlar1 gergeklestirildi.
Gram diskida kist sayimlart sonrast 0., 3., 7. ve 10.
giinlerde kist sayimlarinin geometrik ortalama sirasiyla
18412.60; 10504.26; 17675.21 ve 10767.17 adet oldugu
belirlendi (Tablo 1A, Tablo 1B). Elde edilen bu
verilerin, 6zellikle sonradan gerceklestirilecek deneysel
sagaltim ¢alismalarina baz

ya da olusturacagi,

muhtemelen kist atilimindaki farklilagmanin sagaltim

Disk: ile dis ortama atilan kist formu +4 C° ‘de ve protokollerinin de degisimine sebep olabilecegi
nemli ortamda 90 giin canliligint koruyabilmektedir sOylenebilir.
SEKiL 1: Giardia duodenalis ile dogal infekte buzagilarda Nested PZR analiz sonuglarma ait agaroz jel goriintiisii.
FIGURE 1: Related to results of Nested PCR analysis in natural infected calves with Giardia Duodenalis.
TABLO 1A: Gram diskida kist sayilarinin giinlere gore dagilimi
JAVST 2016; 1(1): 14-19 17
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TABLE 1A: Daily distrubition of cysts count in gram stool

Giardia Duodenalis ile Infekte Buzagilarda Dogal Kist Sacilum

Kontrol grubu 0.giin 3. giin 7.giin  10. giin
G1 (2 aylik erkek) 20000 8000 4000 8000
G2 (2,5 aylik erkek) 8000 20000 32000 16000
G3 (2 aylik disi) 12000 28000 10000 24000
G4 (2 aylik disi) 16000 12000 8000 12000
G5 (20 giinliik erkek) 8000 256000 80000 56000
G6 (2 aylik erkek) 48000 12000 16000 96000
G7 (2,5 ayhk disi) 8000 4000 48000 4000
G8 (2 aylik erkek) 36000 8000 4000 6000
G9 (1,5 ayhk disi) 20000 4000 4000 140000

TABLO 1B: 0., 3., 7. ve 10. giinlerde G. duedonalis kist sagilimi
TABLE 1B: G. duedonalis cysts excretion in 0., 3., 7. and 10. days

Kist sagcilim

0. giin (Xg)
(min-maks)
3. giin (Xc)
(min-maks)
7. giin (Xc)
(min-maks)

10. giin (Xc)

(min-maks)

15979,93
8000-48000
14035,64
4000-256000
12924,98
4000-80000

20592,60
140000-4000
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Nutrition and Gender Effect on Body Composition of Rainbow Trout
(Oncorhynchus mykiss)

Beslenmenin ve Cinsiyetin Gokkusag1 Alabaliginin (Oncorhynchus MykKkiss)
Viicut I¢erigi Uzerine Etkisi
Abstract

In this study, body composition was compared between farmed female, farmed male, wild
female and wild male rainbow trout; the latter escaped from farms to nature and fed natural
food. The total crude protein, lipid, ash and moisture of fish meat were determined in analyses.
It was found that there were big differences between body composition of cultured rainbow
trout and wild rainbow trout and their male and female. While in cultured female trouts; crude
protein, crude ash moisture and lipid ratios were found respectively as 19.41%, 1.78%, 73.62%
and 3.73%; in cultured male trouts crude protein, crude ash moisture and lipid ratios were
found respectively as 18.73%, 1.52%, 75.23% and 3.36% in wild female trouts; crude protein,
crude ash moisture and lipid ratios were found respectively as 19.65%, 1.61%, 73.83% and
2.97% in wild male trouts; 19.11%, 1.39%, 75.09% and 2.53%.

In the result of this research; it was found that crude protein and lipid content of female
rainbow trout were higher; but, moisture content was lower. In addition, it was determined that

the body composition of rainbow trout varies according to sex, feed and habitat.

Keywords: Wild rainbow trout, Farmed rainbow trout, Body composition

Ozet

Bu caligmada giftlikte yetistirilen (erkek ve disi) ve giftliklerden dogaya kagarak burada dogal
besinlerle beslenen (erkek ve disi) gokkusagi alabaliginin besin igerikleri karsilagtirtlmgtir.
Analizlerde balik etinin toplam ham protein, lipid, ham kiil ve nem orami belirlenmistir.
Ciftliklerde yetistirilen gokkusagi alabaliklarinin ve dogal gokkusagi alabaliklarinin viicut
kompozisyonu ile erkek ve disilerin viicut kompozisyonlar1 arasinda farkliliklar oldugu
bulunmustur. Kiiltirel ortamda yetisen disilerde ham protein, ham kiil, nem ve lipit miktar
sirastyla, %9.41, %1.78,% 73.62 ve %3.73 kiiltiir erkeklerde ise %18.73, %1.52, %75.23 ve
%3.36, dogadan avlanan disilerde; % 19.65, %1.61, %73.83 ve 2.97% erkeklerde ise %19.11,
%1.39, %75.09 ve %2.53 bulunmustur.

Bu arastirmanin sonucunda; Disi gokkusag: alabaliklarmin ham protein ve lipid igeriginin daha
yiiksek oldugu; Ancak, nem igerigi daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Ayrica, gokkusagi
alabaliklarmin viicut kompozisyonunun cinsiyete, beslenmesine ve yasama ortamina gore

degistigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Dogal gokkusag: alabaligi, Kiiltiir gokkusagi alabaligi, Viicut igerigi
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Oz Nutrition and Gender Effect On Body Composition of Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss)

Introduction

Rainbow trout is native to the Pacific drainages of
North America, ranging from Alaska to Mexico.
Since 1874 it has been introduced to waters on all
continents except Antarctica, for recreational angling
and aquaculture purposes. Production greatly
expanding in the 1950s as pelleted feeds were
developed. Trout fisheries are maintained, or culture
practised, in the upland catchments of many tropical
and sub-tropical countries of Asia, East Africa and
South America (FAO, 2016). The rainbow trout
(Onchorhychus mykiss) has been cultured since the
early 1970s and Turkey has become one of the top
trout producing countries in Europe with an annual
production. On the other hand, it is also widely used
as a farmed fish in many countries because of its
rapid growth and high value as a food. It is
economically important in the U.S.A., Japan, Europe,
the Russian Federation and Canada (Yasmin et al.

2004).

Rainbow trout, part of the Salmonidae family
(Oncorhynchus mykiss), is a commercially significant
species consumed widely in Europe (Cakli et al.,
2006). It is a species of fish with an exceptionally
fast growth rate and high nutritional value, leading to

widespread cultivation in a variety of countries.

Due to the rich nutritional content, fish is an
important food source in both developed and
developing countries. Fish oils contain essential fatty
acids and poly unsaturated fatty acids (PUFA), which
are important for human health. This is an increasing
demand from consumers for healthy, high quality,

natural and fresh fish products.

The composition of the diet determines, to a large
extent, the fat content of fish. The higher the ratio

between the metabolizable energy and protein in the

diets, the higher the fat content in the tissue. Whole-
body composition was also affected by season, water

temperature and sexual maturation (Hepher, 1988).

Rainbow trout is one of the most commonly raised
species in Turkey and around the world. Moreover,
Turkey is one of the foremost trout producers of
Europe. Rainbow trouts are being raised at almost
every region of Turkey (Oz, 2016). Natural
populations of trout which escape from farms to
nature occur in these regions, It is important to
investigate differences in proximate composition
between wild and farmed fish due to variations in

feeding conditions.

Thus, the aim of the study was to investigate
compare body composition of male and female
rainbow trout living under natural and cultural

conditions.

Materials and Methods
Fish and sampling

Wild Oncorhynchus mykiss(male and female), which
escaped from fish farms to nature were caught from
Korkiin Brook, which is a mountain brook at 1300
meters in Pozanti, Adana, Turkey, on june 2015.
Farmed male and female Oncorhynchus mykiss were
obtained from a local fish farm (Oz Alabalik fish
breeding facility) that is built near Kérkiin Brook and
uses waters of this brook. The oxygen content of the
water was 10.89+0.28 mg/L with a pH value of
8.240.38 and temperature of 13+0.40 °C. Fourty wild
(20 male- 20 female) and Fourty (20 male- 20
female) farmed fish (average weight 350 g) were
used for proximate analyses. Triplicate samples for
each fish were analyzed for body composition and

fatty acid profile. During the study, commercial trout
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feed obtained from a private company (Abalioglu,
Denizli, Turkey) was used. The nutritional values of
the trout feed used in this study as follows: Crude
protein (42.00%), Lipid (22.00%), Crude cellulose
(3.00%), Moisture (10.00%), Crude ash (12.00%)
and Total energy (4350 kcal/kg).

Proximate analysis

The fish samples were analyzed in triplicate for
proximate composition; lipid content of rainbow
trout by the Bligh &Dyer (1959) method, moisture
and the ash content of fish by AOAC (1990) method,
total crude protein by Kjeldhal method (AOAC,
1984).

Results and Discussion

Table 1 show the ratio of body composition of
farmed female, male rainbow trout and wild female
and male rainbow trout, respectively. Cultured
female trouts; crude protein, crude ash moisture and
lipid ratios were found respectively as 19.41%,
1.78%, 73.62% and 3.73%; in cultured male trouts
crude protein, crude ash moisture and lipid ratios
were found respectively as 18.73%, 1.52%, 75.23%
and 3.36% in wild female trouts; crude protein, crude
ash moisture and lipid ratios were found respectively
as 19.65%, 1.61%, 73.83% and 2.97% in wild male
trouts; 19.11%, 1.39%, 75.09% and 2.53%.

The differences in the body compositions of wild and
farmed rainbow trout were in significant (p< 0.05).
The comparison of body composition of each group
was given in Fig. 1. Korkmaz and Kirkagag (2008)
also reported the ratio of the crude protein, lipid, ash
and moisture of rainbow trout as 20.33%, 4.1%,
1.22% and 74.18%, respectively. In the current study,

slightly lower protein level for farmed trout was

found. The body compositions of rainbow trout and
other species vary depending on their genotipic
features and habitats. Moreover, the nutrirional habits
and diet influence these differences (Kiris & Dikel,
2002; Uysal, Cakli, & Celik, 2002; Sener & Yildiz,
2003; Yildiz, Sener, & Timur, 2006).

In the present study, the protein content of female
rainbow trouts were found higher than male fish in
both cultural and wild groups. Regarding rainbow
trout, Tokur et al. (2006) reported the protein value
as 22.96% and the lipid content as 2.71%.
Furthermore, it has been reported that the nutritional
values vary according to the feeding regime, feed
composition, living area, harvest season, sex, size
and environmental factor (Weatherup &McCracken,
1999; Rasmussen, 2001; Ozden &Erkan, 2008).

In other studies made in the same area before, the
crude protein rates of rainbow trout and Salmo trutta
macrostigma were found as
22.33+0.31, 19,92+0,4 (Oz and Dikel, 2015; Oz and

Dikel, 2015).

respectively

Korkmaz and Kirkagac (2008) reported raw protein,
oil, raw cinder and moisture content of rainbow trout
as 20.33%, 4.1%, 1.22% and 74.18%, respectively.
Kus (2012) identified the protein, lipid, cinder and
moisture values for rainbow trout as 19.94%, 6.45%,
1.21% and 72.26%, respectively. Dikel (1999)
reported raw protein, lipid, raw cinder and dry matter
content for freshwater rainbow trout as 19.11%=+0.26,
0.96%=+0.01, 1.60%+0.02, and 21.67%+0.10
respectively, and the raw protein, lipid, raw cinder
and dry matter content for saltwater rainbow trout as
18.46%+0.41, 1.45%+0.017, 1.58%=+0.005,
21.50%=+0.21, respectively. As a result of our study,
rainbow trout fed with black cumin oil supplements

have higher raw protein, raw cinder, lipid and
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proportion of dry matter when compared to the

results reported in the studies mentioned.

In our research, the moisture content of both natural
and cultural rainbow trout were found higher. Alemu,
et al.,reported, sex was found to have no significant
(P > 0.05) influence in terms of the four proximate
components (moisture, protein, fat and ash) measured
in Nile Tilapia fillet collected from Lake Zeway

(Alemu, et al., 2013). Different researchers have

reported that, moisture content of male fish higher
than female fish (Islam and Joadder, 2005; Cornelia,
2012; Bhavan et al., 2010; Nargis, 2006). As similar
to present study, the moisture content of male
Gilthead bream fish is higher than female (Wassef
and Shehata, 1991). The lower moisture content in
female Nile Tilapia can be attributed to muscles of
female fish contain more organic materials and less

water than male (Amer et al., 1991).

i 73,62

_19'41 18,73 19,65

Crude Ash

Crude Protein

Moisture Lipid

H Farmed
(Female)

M Farmed
(Male)

= wild
(Female)

= Wild
(Male)

Figure 1.The comparison of body composition of wild and farmed rainbow trout.
Figiir 1. Dogal ve kiiltiir gokkusag alabaliginin besin igeriklerinin karsilastiriimasi
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Table 1. The ratio of body composition of farmed female, male rainbow trout and wild female and male rainbow trout.
Tablo 1. Kiiltiir disi ve erkek gokkusagi alabaligi ile dogal erkek ve disi gokkusagi alabaliginin besin igeriklerinin

karsilastirilmasi
Body Composition  Farmed(Female)  Farmed(Male)  Wild(Female)  Wild(Male)
Crude Protein 19.41+0.202 18.73+0.12° 19.65+0.222 19.1120.08°
Crude Ash 1.78+0.092 1.52+0.06a" 1.61+0.08? 1.39+0.04
Moisture 73.62+0.14° 75.23+0.282 73.83+0.36° 75.09+0.412
Lipid 3.73+0.112 3.36+0.06° 2.97+0.04°¢ 2.53+0.084

Each value indicates the average + standard deviation (n=18*3). The averages expressed using different letters in each row are

significantly different (p<0.05). n=18*3 for each group.
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Ketamine-Ksilazin Anestezisi uygulanmis Bozova Tazilarinda Oksidatif

Stres Parametreleri

Oxidative Stress Parameters in Xylazine-Ketamine Adminestered Bozova

Greyhounds
Ozet

Bu galisma; Ksilazin-ketamin anestezisinin Bozova tazilarinda bazi iz element (Cu, Zn, Mn) ve
oksidatif stres parametreleri (SOD, CAT, GPx, MDA) iizerine etkilerini degerlendirmek
amactyla yapildi. Farkli yas ve viicut agirliginda toplam sekiz erkek tazi kullanildi. Farkli
sikayetlerle gelen bu hayvanlara Ketamin (10mg/kg) ve ksilazin (1 mg / k g) kas i¢i enjekte
edildi. Anestezi dncesi ve sirasinda V.Cephalikadan kan 6rnekleri alindi. Eritrosit siiperoksit
dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GPx), malondialdehit (MDA) ve plazma Katalaz
(CAT) degerleri standart metotlarla, serum bakir, ¢inko, manganez diizeyleri ICP-OES ile
belirlendi. Bu ¢alismada; SOD aktivitesinin anestezi sonrasinda diisiik (p<0,05) oldugu
belirlenirken GPx, MDA, CAT, Cu, Zn ve Mn seviyelerinde istatistiksel olarak 6énemli bir fark
belirlenmedi (p>0.05). Sonug olarak, ketamin ve ksilazin anestezisinin Bozova tazilarinda
serum Cu, Zn, Mn seviyeleri ve oksidatif stres yoniinden giivenli ve kullanilabilir oldugu

sOylenebilir.
Anahtar kelimeler: Bozova tazisi, oxidatif stres, SOD, CAT, GPx, MDA, Cu, Zn, Mn
Abstract

The present study was conducted to evaluate the effects of xylaine-ketamine anesthezia on
some micro elements and oxidative stress parameters in Bozova greyhounds. In the study eight
male greyhounds, which were in different age and body weight were used as the material. The
animals, which were, came in clinic with different complaints injected with the ketamine (10
mg/kg) and xylazine (1 mg/kg) intramuscularly. The findings were recorded before and during
anesthesia. Blood samples were collected from the vena cephalica. Serum copper, zinc,
manganese levels were determined by an ICP-OES. Superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GPx), malondialdehyde (MDA) and catalase (CAT) were measured by validated
standard methods. In this study, while SOD activity was lower (p<0,05) in the post-anesthezia;
a statistically significant difference wasn't determined between the levels of Cu, Zn, Mn and,
CAT, GPx, MDA (p>0.05). In conclusion, we regard to it was seen that sera copper, zinc,
manganese levels and oxidative stress parameters, ketamine-xylazine anesthesiz can be used

safely in Bozova greyhounds.

Key words: Bozova Greyhounds, oxidative stress, SOD, CAT, GPx, MDA, Cu, Zn, Mn
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Camkerten vd

Giris

Anestezi birgok cerrahi ve medikal islemin etkili ve
giivenilir bir sekilde yapilabilmesini saglayan bir
yontemdir. Bu amagla ksilazin- ketamin kombinasyonu
evcil hayvanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Her
kimyasal madde gibi anestezikler de organizmada
bir¢ok sistemik ve metabolik etkiye sahiptir ve bu
etkiler 1970° 1i yllardan itibaren birgok arastirmaya
(Allen vd, 1986; Klide vd, 1975; Haskins vd, 1985,
Haskins vd, 1986) konu olmustur. Bununla birlikte
xylazine ve ketamin kombinasyonu kdpeklerde genelde
giivenle kullanilabilir ve hematolojik verilerde dnemli
degisiklikler yapmaz. Ornegin Kurtdede vd (1994)
saglikli kopeklerde xylazine veya xylazine + ketamine
enjeksiyonlart  iizerine yaptiklart g¢aligmada bu
uygulamanin kan gazlar1 ve hematolojik degerlerde
istatistiki olarak 6nemli degisikliklere neden olmadigin
bildirmistir.

Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri (ROS)
olan hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikalleri
(OH), organizmanin DNA, lipid ve proteinlerinde hasar
olusturur. Ancak saglikli canlilarda ROS, enzimatik ve
nonenzimatik andioksidatif mekanizmalar ile viicuttan
uzaklastirilabilir. Bununla birlikte insan ve hayvanlarda
leishmaniosis, Behcet hastaligi, pnomoni  gibi
durumlarda oksidatif-antioksidatif denge organizmanin
aleyhine bozulabilir (Camkerten vd, 2009). MDA,
oksidatif stres sirasinda olusur ve proteinleri denatiire
ederek sitokinler gibi proinflammatory mediatorlerin
olugsmasina neden olur. SODs ve CAT gibi antioksidant
molekiilleri, deride ROS ya da onlarin iriinlerinin
olumsuz etkilerini minimalize edebilir (Bickers ve
Athar, 2006). Yine kandaki Cu, Zn, Mn gibi iz
elementlerin  gerek hastalik durumlarinda gerekse
kimyasal kullaniminda kandaki seviyeleri degisebilir

(Camkerten vd, 2009).

Ketamine-Ksilazin Anestezisi uygulanmis Bozova Tazilarinda Oksidatif Stres Parametreleri

“Bozova Tazilar1” Sanlwurfa ili Bozova ilgesinde
yetismekte ve av amagl kullanilmaktadir (Sindak vd,
2010). Yaptigimiz literatiir taramalara gore, tazilarda
ketamin-ksilazin anestezisinin klinik parametrelere
etkileri lizerine az sayida makale bulunmakta ayrica
oksidatif stres parametreleri konusunda makale
bulunmamaktadir. Bozova tazilarinda anestezi ile ilgili
ise herhangi bir ¢aligma bildirilmemistir. Bu ¢alismada
Ketamine — ksilazin anestezisi uygulanan Bozova
tazilarinda oksidatif stres parametrelerinin ve bazi

minerallerin aragtirilmasi amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Bu g¢alismanin materyalini degisik yas, viicut
agirhiginda, erkek, sekiz adet Bozova tazisi olusturdu.
Farkli sikdyetlerle klinigimize gelen tazilara kas igi
(10 mg/kg) +

kombinasyonu

ketamine ksilazin (1  mg/kg)

uygulandi. Anesteziden Once ve
sirasinda (anestezinin 30. dakikasinda) usuliine uygun
olarak Vena cephalica antebrachii den antikoagulanli ve
antikoagulansiz olmak iizere iki tiipe kan Ornekleri
(SOD),

Glutatyon Peroksidaz (GPx), malondialdehit (MDA) ve

almmistir.  Eritrosit  siiperoksit  dismutaz
plazma Katalaz (CAT) degerleri standart metotlarla,
Serum bakir, ¢inko ve manganez seviyeleri ise Harran
Universitesi Merkezi Arastirma laboratuvarinda ICP-

OES ile belirlendi.

Evitrosit Orneklerinin Enzim Analizine Hazirlanmast:
kullanilan eritrositlerin

(1975)

Enzim  analizi  igin

hazirlanmasinda ~ Winterbourn tarafindan
belirtilen yontemden yararlanildi. Bunun i¢in heparinli
tiiplere aliman kan Ornekleri 6nce 3000 rpm’de 15
dakika santrifiij edildi. Ustteki plazma ve Iokosit
tabakasi pipetle alinip uzaklastirildiktan sonra, tiipiin
dibine ¢okmiis olan eritrositler pastdr pipeti yardimiyla

PBS (salin fosfat tampon ¢ozeltisi) ile 3 kez yikanarak
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ve her seferinde 3000 rpm’de 20 dakika santrifiij
edilerek tiipin dibinde kalan eritrositlerden 0.4 ml
alinip iizerine 0.4 ml PBS ilave edilip ependorf tiiplere

porsiyonlanarak kullanildi.

Eritrosit Hemolizatinda Hemoglobin Diizeyi Olgiimii:

Enzim aktivitelerinin hesaplanmasinda kullanilan

hemoglobin

metoduyla olgiildii (Tietz 1987). Hemoglobindeki Fe+2,

diizeyleri  ferrosiyanomethemoglobin
ferrisiyaniir ile Fe+3’e oksitlenmekte olup potasyum

siyaniir eklenmesiyle stabil siyanmethemoglobine

doniismektedir. Siyanmethemoglobinin 540 nm’de
Olciilen absorbansi hemoglobin konsantrasyonu ile

dogru orantilidir.

Katalaz Aktivitesi Olgiimii: Eritrosit hemolizatinda
katalaz aktivitesi ol¢liimii icin Aebi (1983) tarafindan
bildirilen yontem kullanildi. HO», ,ax Spektrumunun
UV alaninda dalga boyunun azalmasiyla artan bir
absorbans vermektedir. Uygun bir tampon igerisinde
bulunan H,07’in 6rnekteki katalaz enzimi etkisiyle
yikimlanmast sonucunda bu maddenin 240 nm’de
neden oldugu absorbansta azalma meydana gelir.
Absorbansta meydana gelen bu azalma, hizi katalaz

aktivitesi ile orantilidir.

SOD Aktivitesi Olgiimii: Eritrosit hemolizatinda SOD
aktivitesi Sun vd (1988) tarafindan gelistirilen bir

yontem ile 6l¢iildii.

GPX Aktivitesi Olgiimii:  Glutatyon peroksidaz

aktivitesi Paglia ve Valentine (1967) tarafindan

bildirilen yontemle o6lgiildii. Glutatyon peroksidaz
enzim aktivitesi indirgenmis nikotinamid diniikleotid
fosfatin (NADPH+H™") glutatyon rediiktaz aracihig: ile
oksidasyona baglhdir. Glutatyonun, terbutil
hidroperoksit ile glutatyon peroksidaz katalizorliigiinde
reaksiyonu sonucunda okside glutatyon (GSSG) ve su
aciga cikar. Bu reaksiyonda olusan okside glutatyon,

glutatyon rediiktaz tarafindan NADPH+H* varliginda

Ketamine-Ksilazin Anestezisi uygulanmis Bozova Tazilarinda Oksidatif Stres Parametreleri

tekrar indirgenir.
(GSH) miktar1 sabit kalir. NADPH+H"* ise NADP*’a

Bu reaksiyonda rediikte glutatyon

doniigiir.

Eritrosit MDA: Eritrosit MDA seviyesi Buege ve Aust
(1978)’nin yontemine gore belirlendi. Bunun igin 250
pL eritrosit; 500 pL TBA ve 15 mL % 15
trichloroacetic acid (in 0.25 mol L p HCI) kombine
edildi, kanigtirlldi ve kaynayan suda 30 dakika
bekletildi. Buz banyosunda sogutulduktan sonra 14000
rpm/5  dakika edildi.

santrifiije Stipernatant

spektrofotometrik yontemlerle aragtirildi.

Istatistiki analiz icin SPSS 10.0 yazilimi (SPSS 1 nc.,
Chicago, IL, USA) kullanildi. Elde edilen anestezi
Oncesi ve sonrasi verilere “paired-t testi” uygulandi.
Sonuglar “mean + SE” olarak tablo 1 de verildi. Veriler
arasinda farklar P<0.05 ise istatistiki olarak Onemli

kabul edildi.

Bulgular

Calismada anestezi sonrasi ortalama SOD degerinin
anestesi Oncesi ortalama degere gore istatistiki agidan
6nemli oranda diisiik (p<0.05) oldugu belirlendi. CAT,
GPx, MDA, Cu, Zn ve Mn degerlerinde ise istatistiki
acidan (p>0.05) fark olmadigi tespit edildi. Calisma

sonuglar1 Tablo 1’ de verildi.

Tartisma

Anestezi siiresince stresi tetikleyen ve serbest oksijen
radikallerinin salmimini etkileyen faktorler minimize
edilmelidir (Wagner vd, 1991). SOD, ROS karsisinda
ilk savunma ¢izgisidir ve siliperoksid radikallerini
detoksifiye etmede rol oynamaktadir. Alternatif olarak,
CAT, peroksidaz reaksiyonunu katalize edebilir.
Normal sartlarda CAT’ 1n ¢ogu hiicre tipi i¢in biiyiik bir

onemi yoktur ancak oksidatif stres durumunda hiicre
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savunmasinda onemli rol oynar (Todorova vd, 2005).
MDA, lipidlerin peroksidasyonu sirasindaki en dnemli
son {iirlindiir. MDA’ nin serum/ plasma diizeyi lipid
peroksidasyonunu ve serbest radikallerin hiire zararini

anlamada en 6nemli belirtegtir (Abdel-Hafez vd, 2010).

Bu calismada, oksidan/antioksidan denge ile Cu, Zn ve
Mn degerlerinde istatistiki 6nemde bir degisiklik tespit
edilmemistir. Yaptigimiz literatiir taramalara gore,
Ksilazin-ketamin  anestezisi  uygulanan  Bozova
tazilarinda SOD, CAT aktivitesi ve MDA, Cu, Zn, Mn
seviyeleri ilk kez bu calismada verilmistir. SOD
aktivitesi yliksek oksijen kullanimi olan dokularda
fazladir ve doku pO; artisiyla artar (Altinigik, 2015).
Insanlarda laparoskopik kolesistektomi operasyonunda
kullanilan desflurane!in plasma SOD konsantrasyonunu
artirdigr yine desflurane’in karaciger CAT ve SOD

seviyesini artirdigt bildirilmektedir (Altug vd, 2008).
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Bu c¢alismada SOD  aktivitesindeki azalmanin
anestezinin ilk 30 dakikasinda PaO, diizeyindeki
muhtemel  diistise  bagh

olabilecegi  seklinde

yorumlandi.

Oksidatif stres ve enzimatik antioksidan savunma
biyobelirtegleri saglik, hayati belirtiler ve performansin
takibinde kullanilabilir (Andriichuk vd, 2015). Segilen
anestezige gore oksidatif stres

degisiklikler

paremetrelerinde

olabilir.  Oksidatif stres acisindan

degerlendirildiginde sevofluran desflurandan daha
tercih edilebilir bir anesteziktir (Yalcin vd, 2013),
Halothane ve Isoflurane anaestezisin  oksidatif
mekanizmaya olumsuz etkisi yoktur (Yarsan vd, 2010),
propofol ise kopeklerde antioksidan etki gostermektedir
(Lee ve Kim 2012). Bu g¢alismalara benzer olarak
ketamine/ksilazin anestezisinin oksidatif mekanizmaya

olumsuz etkisinin olmadig1 soylenebilir.

Tablo 1. Bozova Tazilarinda Anestezi Oncesi ve Sonrasi Oksidatif Stres Paremetreleri.
Table 1: Oxidative Stress Parameters on Bozova Greyhounds Before and After Anesthesia

Anestezi dncesi Anestezi sonrasi n:. 8
Mean SE Mean SE P

SOD 3614 314 237,3 40,8 <0.05

CAT 2454 27,2 276,9 31,8 -

GPX 9561 2103 9676 1951 -

MDA 8,02 2,20 3,67 0,16 -

Cu (mg/L) 1,70 0,06 1,69 0,06 -

Zn (mg/L) 2,70 0,90 579 142 -

Mn (mg/L) 0,20 0,06 0,32 0,08 -

Sonug Kaynaklar

Bozova tazilarindan anestezi oncesi ve sonrasi elde
edilen SOD, CAT aktiviteleri ve MDA Cu, Zn, Mn
seviyeleri ile ilgili veriler 1s18inda ketamin-ksilazin
anestezisinin Bozova tazilarinda Cu, Zn, Mn ve
oksidatif stres yoniinden giivenli ve kullanilabilir

oldugu séylenebilir.
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Hemotropik mikoplazmalar: Haemaobartonella’dan Mycoplasma’ya

Hemotropic mycoplasmas: From Haemobartonella to Mycoplasma

Ozet

Bu ¢aligmanin amaci, hemotropik mikoplazmalar ile ilgili son gelismelerin dzetlenmesidir.
Hemotropik mikoplazmalar eritrosit yiizeyine yerlesen, kiiltiirii yapilamayan, gram-negatif,
obligat ve hiicre zar1 olmayan bakteriler olup pek ¢cok memeli tiiriinde infeksiy6z aneminin
etkeni olarak bilinmektedir. Onceleri Haemobartonella ve Eperythrozoon olarak bilinen bu
mikroorganizmalar, Haemobartonella ve Eperythrozoon spp. tiirlerinin 16S rRNA genlerinin
sekans analizleri neticesinde riketsiyalardan ¢ok farkli olarak Mollicutes iiyesi olan hemotropik
mikoplazma oldugu belirlenmis ve Mycoplasma ailesi iginde tekrar simiflandirilmistir. Bu
patojenler kan frotilerinin Giemsa, Wrigth Giemsa ya da DiffQuick gibi Romanowsky-tip
boyanmasinda, eritrosit ylizeylerinde mor-mavi renkli, kokoid, yiiziik ya da kisa zincir
formunda goriintiilenmektedir. Fakat, 16S rRNA geninin temel alindig1 polimeraz zincir
reaksiyonu yontemi sitolojiden ¢ok daha spesifik ve duyarli bir yontemdir. Doksisiklin,
enrofloksasin ve oksitetrasiklin grubu antibiyotikler giiniimiizde tedavi igin en yaygin
kullanilan antibiyotiklerdir. Bununla birlikte, gelecekte hemotropik mikoplazmalarin tedavisi,
bulasmada etkili vektorler, tiirler arasi bulagsma ve zoonotik potansiyeli ile ilgili arastirmalar

yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Haemobartonella, hemoplazma, hemotropik mikoplazma, tedavi

Abstract

In the study, it was aimed to summarize recently gained insights into hemotropic mycoplasmas.
Hemotropic mycoplasmas attaching to the host’s erythrocytes surface are unculturable, gram-
negative, obligate and wall-less bacteria which are known as the causative agents of infectious
anemia in a wide variety of mammals. These organisms, previously known as Haemobartonella
and Eperythrozoon, have been reclassified within the Mycoplasma genus while; sequence
analysis of the 16S rRNA gene of Haemobartonella and Eperythrozoon spp. has shown that
hemotropic mycoplasmas belong to members of the mollicutes rather than the rickettsiales.
These pathogens can be visualized as dark purple-blue coccoids, rings or short chains on the
erythrocyte surface, using Romanowsky-type stain such as Giemsa, Wrigth Giemsa or
DiffQuick of blood smears. But it has to be taken account that the polymerase chain reaction
assays, based on the 16S rRNA gene are more sensitive and specific methods than cytology.
Doxycycline, enrofloxacin and oxytetracycline are the mostly used agents to cure hemotropic
mycoplasmas nowadays. Furthermore, new research should likely be focused on treatment of
hemotropic mycoplasmas with a potential vector-borne, interspecies transmission and a

zoonotic potential.

Key words: Haemobartonella, hemoplasma, hemotropic mycoplasma, treatment
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Giris

Mycoplasma genusu altinda yer alan Mollicutes, hiicre
duvar1 olmayan bakteriler olup kanatlilardan, bitkilere,
insanlardan insektlere kadar degisen pekcok canlida
bulunmaktadirlar. Pek¢ok tiirli anemi, artritis, infertilite
ve solunum sistemi hastaliklar1 gibi rahatsizliklara
neden olan patojeniteye sahiptir (Chalker, 2005).
Hemotropik  mikoplazmalar ~ (hemoplazma) ise,
kiiltiirleri tam yapilamayan, gram negatif, obligat, daha
¢ok alyuvarlarda hiicre zarina yerlesen, basta insan
olmak tizere pek cok hayvan tiirlinde enfeksiyona neden
olan bakterilerdir (Tasker ve Lappin 2002; Willi vd.,
2005; Maggi vd., 2013). Genellikle bu bakteriler vahsi
ve evcil hayvanlarda persiste  asemptomatik
intravaskiiler enfeksiyon seklinde bulunmaktadirlar ve
baska bir enfeksiyoz ya da enfeksiydz olmayan etki ile
birlikte degisen derecelerde hemolitik anemiye neden
Ozellikle, retrovirus

olmaktadirlar. ilac ya da

enfeksiyonlart nedeniyle olugsan immunsupresyon,
beslenme yetersizligi, gebelik, laktasyon gibi stres
faktorleri ya da ¢ok virulent farkli bir enfeksiyonla es
zamanh olarak gelismesi hayvanlarda hastaligin
olusumuna neden olmaktadir (Maggi vd., 2013).
Spesifik birlikte

olmamakla hemotropik

mikoplazmalarin  klinik bulgular1 ates, mukozada
solgunluk, kardiyak {iftiriim, istahsizlik, giigsiizliik,
tasikardi, dispne, tagipne, hepato-siplenomegali,
lenfadenopati, depresyon, dehidrasyon, pika ve agirlik
kaybidir. Sarilik siddeli akut hemoliz gelismedigi
siirece nadirdir. Hipotermi hayvanlar Slmek iizere

olduklarinda gelisebilmektedir (Fard vd., 2014).

Kedilerde ilk olarak 1942 yilinda Giiney Afrika’da
anemiye yol agan Eperythrozoon enfeksiyonu tespit
edimli ve etkene Eperythrozoon felis ismi verilmistir
(Tasker ve Lappin, 2002). Daha sonralar1 Flint ve Moss
(1953) ABD’de kedilerde anemiye yol acan benzer bir

organizma tamimlanmus, Flint ve McKelvie (1955) bu

Hemotropik mikoplazmalar: Haemobartonella’dan Mycoplasma’ya

organizmayl1 Haemobartonella felis olarak
isimlendirmistir. Etken lilkemizde ilk olarak 1993°de

Tiizer vd., (1993) tarafindan Istanbul’da bildirilmistir.

dos Santos vd. (2008)’de immun yetmezlikli bir insanda
M. haemofelis enfeksiyonunu PZR ile tespit etmesi ve
son zamanlarda anemili insanlarda da hemotropic
mikoplazma enfeksiyonlarmin bildirilmis olmasi (Sykes
vd., 2010; Steer vd., 2011) hemoplazmalarin zoonoz
olma siliphesini ortaya c¢ikarmigtir. Bu nedenle
hemotropik mikoplazmalar son donemlerde oldukga
onem kazanmistir. Ayrica invitro caligmalarda
mikoplazmalarin normal hiicreleri kanser hiicrelerine
doniistiirebildigi gosterilmistir (Tsai vd., 1995). M.
genetalium ve M. hyorhinis enfeksiyonlar: insanlarin
epitelyum hiicrelerini malignant forma
doniistiirebilmekte, ayrica prostat kanseri ve gastrik
karsinoma gibi c¢esitli kanserlerin gelisiminde rol
oynadig1 da diistiniilmektedir (Namiki vd., 2009; Yang
vd., 2010). Bunun yam sira kedilerden immun
yetmezlikli kopeklere tiirler arasi gegisin olduguna dair

bildiriler de mevcuttur (Obara vd., 2011).

kedilerde

olarak bilinen hemotropik

Sunulan  bu  makale ile eskiden

Haemobartonella spp.

mikoplazmalar hakkindaki bilgilerin  6zetlenmesi
amaglanmistir.

Etiyoloji

Eskiden Haemobartonella olarak isimlendirilen

hemotropik mikoplazmalar, kiiltiirleri yapilamayan,
gram negatif, obligat, daha c¢ok alyuvarlarda hiicre
zarina yerlesen ve hemolitik anemiye yol agan

bakterilerdir (Tasker ve Lappin, 2002; Willi vd., 2005).

Cogu arastrmaci tarafindan, etkenin hiicre igine

yerlesmemesi, hiicre duvarlart  ve kamgilarinin

olmayisi, boyutlarinin  kiigiik olusu, penisilin ile
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tirevlerine direng gdsterisi, tetrasiklinlere duyarl olusu
ve son zamanlarda bazi H. felis izolatlarimin 16S rRNA
geninin incelenmesi ile  bu  mikroorganizmanin
Mollicutes sinifindan Mycoplasma genusu altinda yer

almasia karar verilmistir (Messick, 2004).

Kedilerde;

Mycoplasma haemominutum” (CMhm) ve “Candidatus

Mycoplasma  haemofelis, “Candidatus

Mycoplasma turicensis” (CMt) olmak iizere {ig
hemotropik mikoplazma bildirilmistir
Pedersen 2001; Willi vd., 2006). Son zamanlarda

kedilerde dordiincii bir etken olarak “Candidatus M.

(Foley ve

haematoparvum” da belirlenmistir (Sykes vd., 2007).

Prevalans

Japonya’da yapilan bir ¢alismada disariyla iligkisi olan
kedilerin %26,4’iinde (468) tekli veya ¢oklu enfeksiyon
tespit edilmis olup, klinik olarak saglikli goriinen
kedilerde de
(Tanahara vd., 2010). ispanyada ise, 30 semptomatik

pozitif sonuglarla  karsilagilmistir
kediden 9 (%30) unda Mycoplasma spp. tespit edilmis,

bu izolatlardan %66,6’s1nin Mycoplasma

haemofelis, %33,3 intlin ise Mycoplasma
haemominutum oldugu belirtilmistir (Criado-Fornelio
vd., 2003). Peters vd. (2008), PZR ile yaptiklari
caligmada incelenen numunelerde en ¢ok CMhm
etkenin tespit edildigini, CMt enfeksiyonunun genelde
diger hemoplazma tiirleriyle, &zellikle CMhm ile
birlikte seyrettigini tespit etmistir. Jensen vd. (2001),
PZR ile kedilerde H. felis prevalansin1 %19,5 olarak
bildirmistir. Bobade vd. (1988), frotilerin g¢esitli
boyama yontemleri ile incelenmesinde H. felis
etkeninin prevalansinin % 0,9 civarinda oldugunu
bildirmistir.

Ulkemizde Ural vd. (2009), yaptiklari galismada
(Bursa, Izmir, Ankara, Antalya) PZR ile hastaligin

prevalansim1 %18,9 olarak tespit etmislerdir. Aym
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yazarlar  sadece “Candidatus ~ Mycoplasma
haemominutum” tipinin bu dért bolgenin hepsinde de
mevcut oldugunu bildirmistir. Sitolojik teshise gore
hemotropik mikoplazma prevalansi Van’da %14,87

olarak tespit edilmistir (Akkan vd., 2005).

Atalay vd. (2015), Kayseri’de yaptiklart caligmada
hemotropik mikoplazma prevalansimi %9,52 olarak
belirlerken, M. haemofelis ile enfeksiyon oram1 % 4,76,
Candidatus M. haemominutum ile enfeksiyon oranini %
3,57 ve her iki etken ile enfekte olma oranmimi %1,19

olarak bildirmistir.

Bulasma

Yapilan galismalar hemoplazmalarin erkek, yasli ve
disariya ¢ikan kedilerde daha sik  goriildiigini
gostermistir. Ozellikle erkek kedilerde bulagmanin
kavga sirasinda olusan 1siriklarin bulagsmada etkili
oldugu diislinlilmiistir. Bu diislinceyi, CMt ve
CMhm’nin DNA’larinin enfekte kedilerin salyalarinda
tespit edilmesi desteklemistir (Willi vd., 2006; Dean
vd., 2008). Ancak CMt ile enfekte kedilerden alinan
ayn1 miktarda salya ve kan ile yapilan denemelerde
salya ile oral ve subkutan bulagma gerceklesmezken,
kan ile subkutan bulagma gerceklestirilmistir (Museux

vd., 2009). Heniiz PZR gibi yontemler gelistirilmeden

yapilan denemelerde, hasta kedilerden alinan kanin oral

(Splitter ~ vd., 1956; Harvey ve Gaskin, 1977),
intraperitoneal ve intravendz inokiilasyonunda da
enfeksiyon  olusturulabildigi  (Flint  vd., 1959)

bildirilmistir. Baz1 yazarlar deneysel olarak oral yoldan
etkenle muamele edilen kedilerden higbirinin kaninda
PZR pozitif sonug¢ elde edilemedigi de belirtmistir
(Museux vd., 2009).

Perinatal enfeksiyonun sekillenebilecegi diigiiniilse de
bugiine kadar transplasental bulagsma konusunda bir

bildirime rastlanmamustir (Hayes vd., 1973). Etkenin
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taginmasinda kan nakilleri, kan emen artropodlarin rol
alabilecegi bildirilmektedir (Willi vd., 2006; Museux
vd., 2009). Yapilan ¢alismalarda bazi kenelerde (Ixodes
spp. ve Rhipicephalus spp) ve kedilerden toplanan
pirelerde feline haemoplazma bulunmus olmasina
ragmen bulagmadaki yeri tam olarak kanitlanmamuistir

(Taroura vd., 2005; Lappin vd., 2006; Willi vd., 2007).

Patogenez

Hemotropik mikoplazma enfeksiyonlarinda, hemolizin
sekillenme mekanizmasi dejenere olmus eritrositlerin
1990).

membran

dalakta fagositozudur (Zulty ve Kociba,

Hemotropik ~ mikoplazmalar,  eritrosit

yiizeyine degisik noktalardan yapisir. Yapisma

noktasindaki membranda yirtilmalara neden olur,
membran dejenerasyonunu takiben hemoglobin kaybi
ve ozmotik frajilitede artis meydana gelir. Eritrosit
ylizeyindeki yapisal degisiklikler antijen olarak gorev
yaparak  komplementin  aktive = olmasina  ve
komplementin bu yapilara baglanarak hemolizin
baslamasina neden olur. Etkene kars1 antikorlar dretilir
ve bu otoantikorlar enfekte eritrositleri agliitine ederek
pargalanmalarim saglar (Maede ve Hata, 1975; Carney
ve England, 1993). Dalak, karaciger, akciger ve genel
dolagimdaki makrofajlar enfekte eritrositleri fagosite

eder (Maede ve Hata , 1975).

Organizmada hangi hiicrelerde yerlestiklerine dair in

situ  hibridizasyon ¢alismasinda, M. haemofelis

organizmalarinin ~ bademcik, g¢ene alt1  tikiiriik
bezlerinde, kemik iliginde, akciger, karaciger, dalak,
bobrek, ince bagirsak, kalin bagirsak, mezenterik lenf
yumrusu, kalin bagirsak lenf yumrusundaki kirmizi kan
hiicrelerinde yerlestikleri tespit edilmistir (Peters vd.,

2011).

Hemoplazma 16S rDNA bazi hemoplazma tiirleriyle

enfekte olan kedilerin salya, digski ve idrarinda tespit

Hemotropik mikoplazmalar: Haemobartonella’dan Mycoplasma’ya

edilmistir (Museux vd., 2009). Ancak Peters vd. (2011),
etkenlerin bobrek, tiikiiriik bezi veya bagirsak gibi
dokulardaki kan hiicreleri disindaki hiicrelerde
yerlestiklerine dair bir bulguya rastlamamus, salya, idrar
ve diskida etkenin DNA’sinin bulunmasini enfekte
eritrositlerin transferine veya bu organizmalarin bu

stvilara translokasyonuna baglamislardir.

Risk Faktorleri

Zay1f, anemik, kavga yaralanmasi ve/veya apsesi olan,
rota viriis enfeksiyonlu, immun supresyonu bulunan,
FeLV pozitif veya FeLV’e kargi asilanmamis ve
disariyla temas halinde olan kedilerde hemoplazmaya
yakalanma riski yiiksektir. Ayrica disarida yasayan
erkek kedilerde

ciftlesme donemi olan ilkbahar aylarinda arttigt 6ne

enfeksiyona yakalanma riskinin
stiriilmektedir (Grindem vd., 1990; Carney ve England
1993; Tanahara vd., 2010). Hooper vd. (1989), FIV ile
siddetli
40’mmn  H. felis

enfekte ve anemi

kedilerin %

semptomu  gosteren
pozitif oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica gesitli arastiricilar FeLV pozitif
hemoplazmali  kedilerde hematopoietik tiimorlerin
goriilme sikliginin arttigini bildirmiglerdir (Grindem

vd., 1990; Carney ve England 1993).

Klinik Belirtiler

Kedi hemoplazmalarindan, Mycoplasma haemofelis en
"Candidatus
"Candidatus

patojen olandir, Mycoplasma

haemominutum"  ve Mycoplasma
turicensis" daha az patojendirler (Barker vd., 2010).
Candidatus Mycoplasma haemominutum ve M.

haemofelis  viriilensliklerinin  karsilastirildigt  bazi
deneysel enfeksiyon caligmalarinda her iki tiiriin de
patojenlik bakimindan farkliliklar gosterdigini ortaya

koymustur: Candidatus Mycoplasma haemominutum ile
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enfekte edilen kedilerde klinik belirtiler asgari diizeyde
ve genelde anemi meydana getirmezken, M. haemofelis
enfeksiyonunda siddetli hemolitik anemi meydana

geldigi gosterilmistir (Foley vd., 1998).

Deneysel hemoplazmoziste hastaligin 4 asamada
seyrettigi ifade edilmistir: a) kedilerin herhangi bir
klinik bulgu ya da parazitemi gostermedigi 2- 21 giin
siiren preparazitik donem, b) klinik bulgularin ve
paraziteminin aralikli olarak ortaya ¢iktigi 2-4 ay siiren
akut donem, c) klinik bulgularin belirsiz oldugu sadece
hafif derecede anemi belirtisi olan minimal parazitemili
iyilesme donemi ve d) klinik olarak saglikli goriinen ve

kadar

uzayabilen tasiyici donem, dogal enfeksiyonlarda soz

paraziteminin nadiren gorildigi 2 yila
konusu donem siirelerinin daha uzun veya farklh
olabilecegi belirtilmistir (Harvey ve Gaskin, 1977,

Carney ve England 1993).

Enfekte kediler inkiibasyon doneminde ve bazen akut
fazin iyilesme doneminde klinik olarak

klinik

saglikli

goriinebilirler.  Hastaligin bulgularindaki
farklilikta FeLV veya FIV gibi viral enfeksiyonlarin
birlikte bulunmasinin rolii oldugu bildirilmektedir

(Carney ve England 1993).

Klinik bulgularin = siddeti, enfeksiyon donemine,
organizmanin viriilensligine ve aneminin siddetine gore
degisir. Deneysel enfeksiyonlarda 2-3 hafta siiren
inkubasyon donemden sonra bazi hastalarda klinik
bulgu ortaya ¢ikmazken bazi hastalarda anemi,
depresyon, kilo kaybi, ikterus, yiiksek ates ve dalak
biiyiimesi  belirlenmistir.  Olim  ¢ogunlukla akut
donemde ger¢eklesmekte, bu donemde uygun tedavi
yapilmazsa mortalite

Gaskin, 1977).

%33 civarindadir (Harvey ve

Komplikasyon gelismeyen hastalarin ¢ogu uygun
antibiyotik sagaltimi ile iyilesir, ancak tasiyict olarak
kalirlar (Tasker, 2010).

Hemotropik mikoplazmalar: Haemobartonella’dan Mycoplasma’ya

Tam

Kedilerin hemotropik mikoplazma enfeksiyonlarinda
etkenin mikroskobik olarak teshisi smirli olup, son
zamanlarda geligtirilen PZR yontemleri tiim feline
hemoplazma tiirlerinin tespit edilmesinde ve ayirt
edilmesinde oldukga basarili olmustur (Tasker ve
Lappin 2002). Tasker vd. (2010), real-time PZR
deneyinin, kedi kanindaki hemoplazma DNA
miktarinin  Ol¢iimii  agisindan giivenilir bir metot
oldugunu bildirmistir. Ayni yazarlar PZR testinin
verilen Olglilmesi  icin  de

tedaviye yanitin

kullanilabilecegini belirtmiglerdir.

Laboratuar Bulgular1
Histoloji

PZR testi gelistirilene kadar teshiste en sik kullanilan
yontem kan siirme preparatlarinin Romanowsky-tip
(Giemsa, May-Grunwald-Giemsa, Wright ve Wright-
Giemsa) boyamalaridir (Carney ve England 1993;
Tasker ve Lappin 2002). Romanowsky boyama
yonteminde, H. felis mikroorganizmalar1 eritrositlerin
periferinde tiniform, kii¢iik, kahverengi-mavi-mor renge
kadar degisen renkte, yiiziik, kokoid ve ¢ubuk seklinde

gozlenir (Tasker, 2010).
Patoloji

Aneminin derecesine gore dokularda solgunluk
gozlenir. Olgularin %50’sinde siplenomegali tespit
edilmis olup, bunun FeLV enfeksiyonu ile iliskisi
oldugu one siiriilmiigtir. Karaciger konjesyonedir ve
degisken bir ikterus tablosu goriiliir. Lenf yumrulari
bliylimiis, hemorajik ve Odemli olabilir. Dalak,
karaciger ve kemik iligi preparatlarinda eritrositleri
fagosite etmis makrofajlar gorilir. Kemik iliginde
ve kronik

hastaligin akut doéneminde hiperplazi

donemde kemik iligi depresyonu gdzlemlenmistir
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(Splitter  vd., 1956; Bobade vd., 1988; Foley ve
Pedersen, 2001).

Biyokimya

Kan serumunda hepatik enzimlerde hafif ve total serum
proteininde artig goriilebilir (Carney ve England, 1993).
Ural (2006) kedilerin sagaltim 6ncesi ortalama ALT,
total biluribin, total protein, degeri ile sagaltim sonrasi
ALT, total bilirubin, total protein degeri arasindaki
farki  istatistiksel  olarak  6nemli  bulmustur.
Hiperbilirubinemi, eritrosit baglayan antikorlar ortaya
ciktiginda  idrar  analizinde  hemoglobiniiri  ve
bilirubiniiri hemolizi diigiindiiriir. Tasker vd. (2009),
yaptiklar1 ¢aligmalarda; Cmt ile enfekte kedilerin kan
glukoz seviyelerinin Mhf ve Cmhf, ile enfekte gruba
gore daha diisik oldugunu, ancak hipoglisemi

belirlenmedigini bildirmislerdir. Akut faz proteinler

yangi ve enfeksiyonlarin nonspesifik indikatorii
olmakla birlikte, hemoplazma enfeksiyonlarinda
akut/klinikten kronik/subklinik formun ayirt

edilmesinde 6nemli olabilir. Serum amiloid A seviyesi,
Mhf enfeksiyonlarinda CMhm enfeksiyonlarina gore
hizla artmakta ve enfeksiyonun akut fazindan kisa siire
sonra bazal degere geri donmektedir (Korman vd.,
2012).

Hematoloji

Hastaligin baslangicinda dolagimda fazla miktarda
parazitli eritrositin bulundugu olgularda hemotokrit
degerin diistiigli gozlenir. Enfeksiyon kroniklestik¢e
kandaki organizma sayis1 azalir, iyilesme déneminde ve
tasiyici kedilerde hematokrit deger %25-35 arasinda
seyreder (Tasker ve Lappin, 2002). Viicut sicakliginin
diistiigii.  durumlarda eritrositlerde
(Werner, 1980).
makrositik-normokromik anemi saptanir (Carney ve
England 1993). Mhf ile enfekte kedilerde rejeneratif

otoagliitinasyon

belirlenir Hastalarda genellikle

makrositik hipokromik hemolitik anemi gézlenmektedir
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(Korman vd., 2012). Kronik olgularda normositik-
normokoromik anemi belirlenir. Hastada H. felis ile
birlikte FeLV varsa anemi
Ozellik kazanabilir (Bobade ve Nash 1987).

makrositik-hipokromik

Tedavi
H. felis sagaltiminda genellikle tetrasiklin  ve
fluoroquinolon tiirevleri kullanilmaktadir (Tasker,

2010). Kedilerde yan etkisinin az olmasi nedeniyle
doksisiklin (Lappin, 2004).
Doksisiklin tabletlerin 21 giin siiresince 1-3 mg/kg

tercih  edilmektedir

(Carney ve England 1993) veya 14 giin siiresince 24

saatte bir 10 mgkg dozunda kullanilmasi

Onerilmektedir (Lappin, 2004). Oksitetrasiklin ve
tetrasiklin ilag kaynakli beden 1sisi artisina neden
olabilir. Antirikestiyal ilaglar organizmanin
eritrositlerden uzaklastirilmasini ve klinik bulgularin
hafifletilmesini saglar ancak organizmalari tamamen

yok etmez (Carney ve England 1993).

Doksisikline toleranst olmayan kedilerin sagaltiminda
enrofloksasinin 5-10 mg/kg dozunda oral olarak 24
saate bir 14 giin siireyle kullanildiginda etkili oldugunu
bildirmistir (Lappin, 2004). Tasker vd. (2006), deneysel
‘Candidatus

Mycoplasma haemominutum’

enfeksiyonunda  marbofloksasinin ~ kismen  etkili

oldugunu saptamislardir.

H. felis ile enfekte siddetli rejeneratif hemolitik anemili

kedilerin ~ sagaltiminda  antibiyotik ile  birlikte
glukokortikoid kullanilmasmin faydali olabilecegi 6ne
striilmektedir (Tasker ve Lappin, 2002). Ayrica
glukortikoidlerin hastalarda olasi bir otoagliitinasyon
durumuna kars1 da endike olduklar1 ifade edilmektedir
(Zulty ve Kociba, 1990; Lappin, 2004). Ancak yapilan
calismalar glukokortikoid uygulamalarmin enfeksiyonu
Hematokrit ve

daha da arttirdigii  gostermistir.

hemoglobin diizeyinin olduk¢a olumsuz oldugu vakalar
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dikkate alinarak kan transfiizyonunun yapilmas: da
disiintilebilir. Kan transfiizyonunun  yapilamadigi
durumlarda oksijen tasiyan hemoglobin (Oxyglobin,

OPK Biotech) kullanilmalidir (Tasker, 2010).

Hemoplazma ile enfekte kedilerde dehidrasyon siklikla
karsilagilan bir durumdur ve intravendz sivi tedavisi
destekleyici sagaltim i¢in Onemlidir. Hemoplazmada
aneminin derecesi hemokonsantrasyon nedeniyle olugan
dehidrasyon tarafindan maskelenebilmektedir. Ayrica
anoreksi goriilen kedilerde gida aliminin desteklenmesi
(elle besleme, siki sik 1lik gida aliminin saglanmasi

gibi) 6nemlidir (Tasker, 2010).
Korunma

Kedileri hastaliktan korumak igin artropod vektorlerle
miicadele edilmesi, agilamalarin diizenli yapilmasi, risk
faktorlerinde belirtilen hastaliklar i¢in diizenli olarak
tarama testlerinin yapilmasi, bu hastaliklarin zamaninda
tedavi edilmesi, kavga yaralanmalarinin 6nlenmesi igin
kedilerin digartyla temasinin kisitlanmasi, kedi bakim
evlerinde rutin taranmasi ve olasi tastyicilarin tespit

edilmesi 6nemlidir (Lappin, 2004).
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