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Diyetsel Zeolitin, Japon Bildircinlarinda Besi Performansi ve Bazi

Biyokimyasal Parametreler Uzerine Etkisi

Mehmet Hanifi DURAK", Tahir BAYRIL?, Aynur SIMSEK?, ilyas ALAK?, Esra GOKALP?,
Sema GURGOZE*

1Dicle Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Diyarbakir, Tiirkiye.
2Dicle Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Zootekni Anabilim Dali, Diyarbakir, Tiirkiye.
3Dicle Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, i¢ Hastaliklari Anabilim Dali, Diyarbakir, Tiirkiye.
4Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhg, Sanlurfa Gida Tarim ve Hayvancilik il Miidarlaga, Sanlurfa, Tiirkiye.

Gelig Tarihi: 28.07.2016 Kabul Tarihi: 23.09.2016
Ozet: Bu arastirma rasyona %2.5 ve %5 oraninda zeolit ilavesinin Japon bildircinlarinda canli agirlik artisi, yem tiiketimi ve
yemden yararlanma orani ile bazi kan biyokimya parametreleri ve element konsantrasyonlari (zerine etkilerinin
belirlenmesi amaciyla yapildi. Arastirmada toplam 90 adet bir haftalik Japon bildircin civcivi (Coturnix coturnix japonica)
kullanildi. Her birinde 30'ar hayvan bulunan bir kontrol ve iki deneme grubu dizenlendi. Arastirma 42 giin devam etti.
Arastirma sonunda rasyona zeolit ilavesi bildircinlarda canli agirlik artisi, yem tiketimi ve yemden yararlanma oraninda
gruplar arasinda istatistiksel bir fark olusturmadi. Sonuglar, %2.5 ve %5 zeolit gruplarinda kan Ca ve Mg (P<0.001)
dlzeylerinin, %5 zeolit grubunda alanin aminotransferaz (P<0.01) ve P (P<0.05) duzeylerinin, %2.5 zeolit grubunda ise
alblimin (P<0.001) diizeylerinin kontrol grubuna gére dnemli derecede arttigini gosterdi. Ancak %5 zeolit iceren diyetle
beslenenlerde glukoz (P<0.01), total protein (P<0.05) ve aspartat aminotransferaz (P<0.05) diizeyleri kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 6nemli derecede azaldi. Zeolit katkisi serum alkalin fosfataz, Ure, kreatinin, direkt bilirubin, total bilirubin ve
Fe dizeylerini etkilemedi. Elde edilen sonuglar, zeolit ilavesinin alblimin, Ca, Mg, P, aspartat aminotransferaz, alanin
aminotransferaz, glukoz ve total protein harig, arastirilan parametrelerin serum konsantrasyonlari lizerine pozitif bir
etkisinin olmadigini, ancak hayvan sagligi Gzerine de negatif bir etki olusturmadigini gésterdi.
Anahtar Kelimeler: Canli agirhik artisi, Bildircin, Biyokimya parametreleri, Rasyon, Yemden yararlanma, Zeolit.

Dietary Zeolite, Fattening Performance and its Effect on Some Biochemical Parameters in

Japanese Quail

Abstract: This study was conducted to determine the effects of rations containing 2.5% and 5% zeolite on the live weight
gain, feed conversion efficiency, feed consumption and some blood biochemical parameters and elements concentrations
in Japanese quails. In this experiment a total of 90 one week old Japanese quail chicks (Coturnix coturnix japonica) were
used. They were allocated in to one control group and two treatment groups each containing 30 quail chicks. The
experiment was continued for 42 days. Zeolite administration didn’t affect live weight gain, feed consumption and feed
efficiency. The results showed that blood Ca and Mg (P<0.001) levels in groups containing 2.5%, 5% zeolite, alanin
aminotransferaz (P<0.01), P (P<0.05) in group inclusion 5% zeolite and albumin (P<0.001) in group inclusion 2.5% zeolite
significantly increased compared to the control. However, glucose (P<0.01), total protein levels (P<0.05) and aspartat
aminotransferaz (P<0.05) activity in diet containing 5% zeolite significantly decreased when compared to control. Zeolite
administration did not affect serum alkalin fosfataz, urea, creatinine, direct bilirubin, total bilirubin and Fe levels. The
results showed that the supplementation of zeolite did not have positive effect on serum concentrations of the investigated
parameters apart from albumin, Ca, Mg, P, aspartat aminotransferaz, alanin aminotransferaz, glucose and total protein but
they had no negative effect on the health status of animals.

Keywords: Live weight gain, Quail, Biochemistry parameters, Ration, Feed efficiency, Zeolite.

Giris

Zeolitler, (Clinoptilolit) su molekiilleri iceren
gozenekli yapiya sahip aliiminyum, silika ya da
oksijen atomlarindan yapilmis, ¢ boyutlu kristal
yapih dogal ya da sentetik hidratlanmis aliiminyum
silikatlardir (Oztiirk ve ark., 1998). Son yillarda
clinoptilolitin toksin baglayici, koti koku giderici,
performans artirici, yumurta kabuk kalitesini
iyilestirici etkilerinin oldugu ileri slrtlmektedir

(Demirel ve ark., 2010). Dogal zeolit mineralleri
icinde alkali ve toprak alkali katyonlardan Na, K, Ca
ve Mg gibi elementleri iceren clinoptilolit tard, lifsi
olmayan mineral vyapisi, zararli elementler
icermemesi ve kalitesinin yiksekligi nedeniyle
organik hayvancilikta yaygin olarak kullaniimaktadir
(Celebi ve ark., 2004). Bazi arastirmacilar (Parlat ve
ark., 1999; Rizzi ve ark., 2003; Oguz ve ark., 2000)
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kiimes hayvanlarinda rasyona zeolit ilavesinin besi
performansi  Uzerine olumlu etkilerini rapor
etmislerdir. Papaioannou ve ark. (2004), zeolit
ilavesinin hayvanlarin canh agirlik artisi, saglik
durumu ve bagisiklik sistemi Uzerine olumlu
etkilerinin  oldugunu ve antibiyotige olan
ihtiyaclarinin  azaldigini  bildirmislerdir. Yumurta
tavugu yemlerine zeolit katkisinin yumurta verim ve
kabuk kalitesinde iyilesmeye neden oldugu,
diskilarindaki bakteri yogunlugunun azalmasiyla da
hastaliklarda gerileme oldugu yapilan arastirmalarla
ortaya konulmustur (Nikolakakis ve ark., 2013).
Yapilan literattr incelemelerinde, Japon
bildircinlarinda yeme zeolit katilmasi ile ilgili
calismalarin yetersiz olmasi ¢alismamizin ana fikrini
olusturmustur.

Bu arastirma, Japon bildircinlarinin
rasyonlarina farkh oranlarda ticari adi zeolit olan
clinoptilolit yapisindaki dogal zeolitin ilavesinin canh
agirhk artisi, yem tiketimi ve yemden yararlanma
orani ile bazi kan biyokimya parametreleri ve

element konsantrasyonlari Uzerine etkilerinin
belirlenmesi amaciyla yapildi.

Materyal ve Metot

Arastirmada kullanilan toplam 90 adet bir
haftalik Japon bildircin civcivi (Coturnix coturnix
japonica) ticari bir Uretim ciftliginden satin alind.
Bildircinlar her birinde 30'ar hayvan bulunan bir
kontrol ve iki deneme grubu olmak lzere Ug¢ gruba
ayrildi. Arastirma 42 gin boyunca devam etti.
Bildircinlar ilk glinlerde isi kontrolli odada, 37 °C'de,
tel kafeslerde barindirildi. Oda isisi G¢lincl haftanin
sonunda tedrici olarak 22 °C’ye azaltildi ve sonra
sabit tutuldu. Bildircinlar 42 ginlik periyot boyunca
1) bazal diyet, 2) bazal diyet + %2.5 zeolit ve 3) bazal
diyet + %5 zeolit olmak tizere g tip diyetle beslendi.
Deneyde kullanilan diyetin icerigi ve kimyasal
kompozisyonu Tablo 1'de gosterildi.

Tablo 1. Deneme rasyonunun besin madde miktari ve kimyasal igerikleri

Bilesenler Baslangig fazi (1-21giin) (%) Biiyiime fazi (22-42 giin) (%)
Misir 54.2 57.35
Soya fasulyesi kiisbesi 35.4 28.21
Soya yag 6 3.53
Kireg tasi 1.7 8.42
Dikalsiyum fosfat 1.6 1.69
Sodyum klorit 0.4 0.30
Vitamin-mineral premix? 0.5 0.35
DL-Methionine 0.2 0.15
Kimyasal analiz, kuru madde, %.

Ham protein 21.7 19.8
Ham yag 4.73 4.15
Ham seliiloz 3.74 3.72
Kalsiyum 1.0 0.9
Fosfor 0.76 0.72
Hesaplanmis bilegim?

Metabolik Enerji, MJ/kg 12.91 12.91
Lizin 1.14 1.08
Metiyonin + sistein 0.89 0.64

aVitamin 6n karisim her 1 kg’'da: retinol asetat 1.8 mg; kolekalsiferol 0.025 mg; tokoferol asetat 1.25 mg; menadion
(menadion sodyum bisulfit) 1.1 mg; riboflavin 4.4 mg; tiyamin (tiyamin mononitrat) 1.1 mg; piridoksin 2.2 mg; niasin
35 mg; Ca-pantotenat 10 mg; vitamin B12 0.02 mg; folik asit 0.55 mg; d-biyotin 0.1 mg icermektedir.

Mineral 6n karisim 1 kg’ da: Mn ( MnO) 40 mg; Fe ( FeSO4) 12.5 mg; Zn (ZnO) 25 mg; Cu (CuS04) 3.5 mg; | (KI) 0.3 mg;

Se (NaSe) 0.15 mg; kolin klorid 175 mg icermektedir.
bHesaplama ile bulunmustur (Jurgens, 1996).

Su ve yem serbest olarak verilirken, gunliik
toplam aydinlatma siresi 14 saat aydinlik ve 10 saat
karanlik olarak ayarlandi. Deney sonunda her bir
gruptan 10 bildircin rastgele segildi. Kesim 6ncesi
kuslar bireysel olarak tartildi ve her bir kusun kanat
veninden 2 ml kan alindi. Kan érnekleri hemen 3000
rom’de 10 dk. santrifiij edildi ve serumlar analiz
edilinceye kadar -20 °C'de saklandi. Serum

orneklerinde, albumin (ALB), Ure, kreatinin (CRE),
direkt bilirubin (DBL), total bilirubin (TBL), total
protein (TP), glukoz (GLU), alkalin fosfataz (ALP),
aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT), Ca, Fe, Mg ve P duzeyleri
otoanalizérde ticari kitler kullanilarak olgtlda.
istatistiksel analizlerde  SPSS 115 paket
programindan yararlanildi. Uygun analiz tlrinidn
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belirlenmesi amaciyla, verilerin normal dagilima
sahip olup olmadiklarinin tespitinde Kolmogorov
Smirnov Testi, varyansin homojenitesi icin Oneway
Anova Testi (Homogeneity of variance test segenegi
ile) kullanildi. Verilerin parametrik  test
varsayimlarini  karsilamasindan dolaylr  gruplar
arasindaki ¢coklu karsilastirmada dnemlilik tespitinde
Duncan testi (Duncan, 1955) kullanildi, énemlilik
diizeyi P<0.05 olarak alindu.

Bulgular

Bildircin  rasyonuna ilave edilen zeolitin
performans lzerine etkileri Tablo 2’de verildi. Tablo
2 incelendiginde zeolitin kesim agirligi, canli agirhk

artisi, yem tiketimi ve yemden yararlanma orani
Uzerine herhangi bir etkisinin olmadigi gorilda
(P<0.05). Gruplarda deneme sonu belirlenen serum
ALB, ure, CRE, DBL, TBL, TP, GLU, ALP, AST, ALT, Ca,
Fe, Mg ve P dizeyleri tablo 3'de gosterildi.
Sonuglar, %2.5 ve %5 zeolit gruplarinda kan Ca ve
Mg (P<0.001) dlzeylerinin, %5 zeolit grubunda ALT
(P<0.01) ve P (P<0.05) dizeylerinin, %2.5 zeolit
grubunda ise ALB (P<0.001) dizeylerinin kontrol
grubuna goére onemli derecede arttigini gésterdi.
Ancak %5 zeolit iceren diyetle beslenenlerde GLU
(P<0.01), TP ve AST (P<0.05) diizeyleri kontrol grubu
ile kiyaslandiginda 6nemli derecede azaldi. Zeolit
katkisi serum ALP, lre, CRE, DBL, TBL ve Fe
dizeylerini etkilemedi.

Tablo 2. Bildircin rasyonlarina ilave edilen zeolitin performans iizerine etkileri@

Veriler Zeolit, % SEM istatistiksel Anlamlilik, P > Fb

Kontrol 2.5 5 S L K
Kesim agirhigi, g¢ 196.6 178.0 190.0 6.628 0.174 0.504 0.081
Canh agirhk artisi, g 165.9 157.3 162.8 6.318 0.122 0.745 0.544
Yem tiiketimi, g 819.0 823.6 801.8 67.51 0.971 0.858 0.872
YYO! 4,94 5.24 4.93 0.454 0.617 0.830 0.342

aVeriler LSD ve SEM olarak sunulmustur. Pistatistiksel karsilik: S= Zeolitin etkisi; L= Lineer etki; K= Kuadratik etki. ¢n= 10
bildircin. 9Yemden yararlanma orani= 1 g canli agirlik artisi icin tiiketilen yem miktari, g.

Tablo 3. Deneme gruplarina ait serum biyokimyasal parametreler (x + SE)

Gruplar

Parametre Kontrol (n=10) Zeolit %2.5 (n=10) Zeolit %5 (n=10)
ALB (g/dI) 1.23 £ 0.0623 1.60 £ 0.03b3 1.28 + 0.043¢<3
URE (mg/dl) 4.45 +0.30 4.92+0.36 5.03+0.41
CRE (mg/dI) 0.06 £ 0.03 0.07 £0.02 0.08 £ 0.02
DBL (mg/dl) 3.70+0.33 3.53+0.40 3.08£0.23
TBL (mg/dl) 2.57+0.38 2.48 +0.25 1.83+0.14
TP (g/dl) 8.34£0.321 8.07+0.3 7.44 £ 0.1b01
GLU (mg/dl) 152 +2.922 168 + 7.92¢3 128 +2.9b23
ALP (1U/L) 1127 +55.9 1136+ 67.9 985 +69.4
AST (U/L) 263 £13.431 234 +£8.68 221 +11.501
ALT (1U/L) 9.1+0.7022 129+1.16 15.8 +1.5002
Ca (mg/dl) 8.5 +0.3223 12.4 £0.753 11.2 + 0.4bc2
Fe (mg/dl) 130+ 4.45 111 +7.27 125.4+7.46
Mg (mg/dl) 3.26+0.2223 5.94 +0.5b3 5.33 + 0.4bc2
P (mg/dl) 4.40 £ 0.3521 5.47 £0.78 6.31+0.27b1

abcpAynl satirda farkh harf tasiyan degerler istatistiksel olarak farklidir.223: Satirlarda ayni rakami tasiyan gruplar
arasindaki istatistiksel dnemlilik derecesi sirasiyla P<0.05, P<0.01, P<0.001

Tartisma ve Sonug

Yapilan c¢alismada, rasyona zeolit ilavesinin
bildircinlarda kesim agirligi, canh agirlik artisi, yem
tiketimi ve yemden vyararlanma orani Uzerine
gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel fark
olusturmadigr bulundu. Tufan ve ark. (2014)
bildircinlarda yaptiklari ¢alismalarda zeolit ilavesinin
canh agirlik, canl agirhk artisi, yem tiketimi ve
yemden yararlanma orani (izerine herhangi bir

etkisinin olmadigini, aksine %6 oraninda zeolit ilave
edilen deneme grubundaki kesim agirliginin kontrol
grubuna goére sayisal olarak daha duisiik oldugunu
bildirmiglerdir. Bu bulgular bizim yaptigimiz ¢calisma
ile benzerlik gostermektedir. Benzer sekilde bazi
arastirmacilar broyler rasyonlarina %1, 2, 3 ve 5
oraninda  zeolit ilavesinin  kesim  agirligini
degistirmedigini belirtmislerdir (Eleroglu ve ark.,
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2011; Ouhida ve ark., 2000). Bu sonuglardan farkh
olarak broyler rasyonlarina %0.5, 1 ve 2 diizeyinde
sepiyolit (dogal kil minerali) ilave edilmesinin canh
agirhgr  artirdigini  bildiren bazi arastirmacilar
mevcuttur (Ayed ve ark., 2008; Eser ve ark., 2012).
Bu arastirma sonucu ile bazi arastirmacilarin
bildirdigi sonuclar arasindaki farkliliklar kullanilan
zeolit tlrevlerinden, miktarlarindan, kullanilan
rasyonun enerji ve besin madde igeriginden
kaynaklanmis olabilir.

Safaeikatouli ve ark. (2011) piligclerde diyete
zeolit ilavesinin globlin, Gire ve CRE dizeylerinde
istatistiki acidan énemli bir fark olusturmadigini, TP,
TBL ve ALB diizeylerinde ise artisa neden oldugunu
rapor etmislerdir. Alexopoulos ve ark. (2007)
domuzlarda yapmis olduklari bir calismada diyete
zeolit ilavesinin, kan (lire dizeylerinde azalmalara
neden oldugunu, Vrzgula ve Bartko (1984), zeolit
katkisinin domuzlarda serum TBL konsantrasyo-
nunda herhangi bir degisiklige neden olmadigini
saptamiglardir. Bu g¢alismada, %5 zeolit igeren
diyetle beslenen bildircinlarda TP (P<0.05) duzeyleri
kontrol grubu ile kiyaslandiginda 6énemli derecede
azaldi. Zeolit katkisi, bildircinlarda ALB dizeylerini
artinrken; Ure, CRE, DBL ve TBL dizeylerini
etkilememistir.

Safaeikatouli ve ark. (2011)nin yapmis
olduklari galismada, zeolit katkili diyetle beslenen
piliglerde, serum ALP ve ALT aktivitesinin kontrol
grubuna goére nispeten yuksek c¢iktigini, ancak, bu
durumun vyine de referans degerler arasinda
kaldigini bildirmislerdir. Ayni arastiricilar sadece 30
g/kg dizeylerinde zeolit eklenen diyetle beslenen
hayvanlarda, AST dizeylerinde o6nemli derecede
azalma oldugunu rapor etmislerdir.

Bir kisim yazarlar, domuzlarda diyete zeolit
ilavesinin serum AST ve ALT aktiviteleri Uzerine
herhangi bir etki olusturmadigini bildirirken
(Alexopoulos ve ark., 2007), aksine bazi yazarlar
diyete zeolit katkisinin domuzlarda AST diizeyinde
azalmaya yol agtigini rapor etmislerdir (Vrzgula ve
Bartko, 1984). Bu c¢alismada, %5 zeolit grubunda
ALT (P<0.01) diizeyinin kontrol grubuna gére 6nemli
derecede arttigi, AST (P<0.05) diizeyinin ise kontrol
grubu ile kiyaslandiginda 6nemli derecede azaldigl
saptandi. Zeolit katkisi, bildircinlarda serum ALP
dizeylerini etkilemedi. Bazi yazarlar, diyete zeolit
ilavesinin kan GLU dizeyinde istatistiki acidan
onemli derecede azalmaya yol agtigini bildirirken
(Safaeikatouli ve ark., 2011), bir kisim yazarlar da
GLU diizeylerinde artisa neden oldugunu rapor
etmislerdir (Alexopoulos ve ark., 2007; Nestorov,
1984). Zeolitin GLU diizeyinde degisiklige neden
olmadigini bildiren calismalarda mevcuttur (Miles
ve Henry, 2007). Viicut metabolizma hizi arttiginda

kan GLU konsantrasyonu azalir. Bu nedenle silikat
minerallerinin diyette kullanimi  metabolizmada
artisa ve gidalarin ¢ok daha fazla etkili bir sekilde
sindirimine ve emilimine neden olabilir. Demirel ve
ark. (2010) clinoptilolit katkisinin  kalsiyumun
islerligini arttirdigini bildirmislerdir. Artan Ca islerligi
de insilin artislarina  ve dolayisi ile GLU
konsantrasyonlarinin  diismesine neden olmus
olabilir (ipek ve ark., 2013). Bu galismada, %5 zeolit
iceren diyetle beslenen bildircinlarda GLU (P<0.01)
diizeyleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda 6nemli
derecede azaldig gorilmiis ve Safaeikatouli ve ark.
(2011)’nin  yapmis olduklari galismayla uyum
saglamistir.

Zeolitlerin diyetsel kullanimiyla ortaya ¢ikan en
onemli kaygilardan birisi non-spesfik absorbsiyon
ozellikleri ve iyon degisim kapasitelerinden dolayi
mineraller gibi diyette yer alan bazi maddelerle
gugli bir sekilde etkilesime girmeleridir. Bu
noktadan hareketle farkli hayvan modellerinde
yapilan karsilastirmali ¢alismalarda degerli sonuglar
ortaya konulmustur. Zeolitle zenginlestirilen diyetle
beslenen farelerde, serum K diizeylerinde %20
oraninda artis oldugu bildirilmistir (Martin ve ark.,
2001). Bazi yazarlar farkh hayvan tirleri Gzerinde
yaptiklari ¢calismalarda zeolit katkisinin Na, K, Ca ve
P dizeylerinde herhangi bir degisiklik olusturma-
digini rapor etmisleridir (Alexopoulos ve ark., 2007;
Vrzgula ve Bartko, 1984; Yannakopoulos ve ark.,
2000). Ruminantlarda deneysel periyot boyunca Fe
serum konsantrasyonlarinin zeolit uygulamasindan
etkilenmedigini bildiren arastirmacilar olmakla
birlikte, zeolit verilen yeni dogan buzagilarda serum
Fe konsantrasyonlarinin arttigini bildiren arastirma-
cilar da mevcuttur. (Katsoulos ve ark., 2015; Kincaid,
1999; Pond ve ark., 1984, Vrzgula ve Bartko, 1984).
Bu c¢alismada, %2.5 ve %5 zeolit uygulanan
gruplarda kan Ca ve Mg (P<0.001) diizeylerinin, %5
zeolit grubunda P (P<0.05) dizeylerinin kontrol
grubuna gore 6nemli derecede arttigl tespit edildi.
Zeolit katkisi bildircinlarda serum Fe dizeylerini
etkilemedi.

Sonug olarak; bildircinlarda diyete zeolit ilavesi
ile serum TP, GLU, AST, ALT, ALB, Ca, Mg ve P
konsantrasyonlarinda tespit edilen degisikliklerin
zeolit tlUketiminin sistemik etkilerinin bir sonucu
olabilecegi ve bu durumun hayvan saghg ve
performansi Uzerine negatif bir etki olusturmadig
kanaatine varilmistir. Bununla beraber, bildircin-
larda kullanilmasi gereken zeolit miktarlarinin,
organik hayvancilik sistemlerinde kullanim alani
bulabilmesi ve serum biyokimyasal etkinliginin daha
iyi anlasilabilmesi icin, zeolit katkisinin artirilarak
arastiriimasinin yapilmasini da gerektirmektedir.
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Klinigimize Gelen Koyun ve Kegi Dystocia Olgularinin Degerlendirilmesi:

Etiyoloji, Klinik Yaklasim ve Sonuglar
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Ozet: Bu calismada, 2003-2010 yillari arasinda, Sanliurfa ve cevresinde gériilen koyun ve keci giic dogumlarin etiyolojisi,
sebepleri, tedavisi ve tedavide alinan sonuglar degerlendirildi. Arastirma materyalini, giic dogum sikayeti ile klinigimize
getirilen 57 kegi ve 30 koyun, toplam 87 olgu olusturdu. Tum olgular, maternal (n=39, %44.83) ve fotal (n=48, %55.17)
olmak Uzere iki guruba ayrildi. Maternal kaynakli dystocia sebepleri sirasiyla prolapsus vajina, yetersiz serviks dilatasyonu
(ringwomb) ve uterus inertiasi, fotal kaynakh sebepler ise ¢ogul gebelik ve fotal gelis/durus bozukluklar oldugu goruldi.
Tedavide 43 olguda sezaryen operasyonu, 40 olguda ekstraksiyon fors ve bir olguda ise laparotomi uygulandi. Sezaryen
operasyonu sonucunda 53’ canli, 27’si 60 yavru; ekstraksiyon fors ile 25’i canli, 27’si 610 yavru gikarildi.

Anahtar Kelimeler: Koyun, Kegi, Gli¢ dogum, Klinik Degerlendirme.

Evaluation of Sheep and Goat Dystocia Cases Submitted to Our Clinic: Etiology, Clinical

Approach and Results

Abstract: In this study, etiology, causes, treatment and results of treatment of sheep and goat dystocias seen in and
around Sanliurfa between 2003 and 2010 were evaluated. The study material consisted of 87 cases of which 57 were goats
and 30 sheep brought to our clinic with dystocia complaints. All cases were divided into two groups: maternal (n=39,
44.83%) and fetal (n=48, 55.17%). Prolapsus vagina, inadequate cervical dilatation (ringwomb) and uterine inertia were
observed in maternal dystocia cases while multiple pregnancy and fetal disturbances were detected in fetal dystocia cases.
Cesarean operation conducted in 43 cases, extraction force in 40 cases and laparotomy in one case were performed in the
treatment. As a result of caesarean operation were obtained 53 live, 27 dead fetus. With the extraction force, 25 live and 27
dead fetus were removed.

Keywords: Sheep, Goat, Dystocia, Clinical evaluation.

Giris

Gl¢ dogum (Dystocia); dogumun belli olan
zamanda sekillenemedigi veya herhangi bir
midahale olmadan gergeklesemedigi, anne veya
yavrunun hayatlarinin tehlikeye girdigi olgulardir.
Klglk ruminantlarda, dogum kanalinin anatomik
yapilari sebebi ile glic dogum olgulari nadir olup
(Cetin ve Kocamuftiioglu, 2015) 6lim orani oldukca
yuksektir (Sobiraj, 1990). Ayrica diger sistemik
hastaliklara goére daha az gorilse de kiglk
ruminantlarda reprodiktif agidan gozlenen en
onemli patolojiler giic dogumlardir (Erk ve Akkayan
1970; Kuru ve ark., 2016) ve bu problem ulkemiz
hayvanciliginin 6nemli bir yerini tutan koyun ve kegi
yetistiriciliginde amaclanan ekonomik kazanci tehdit
etmektedir. Kiglk ruminantlarda dystocia ile
karsilasma oranini %4.1-34 araliginda oldugu
bildirilmektedir (George, 1975; George, 1976; Scott,
2003). Retrospektif bir calisma sonuglarina gore
(Kaymaz ve ark., 2004), Dogum ve linekoloji
Klinigi'ne getirilen koyunlarda %45.11, kegilerde ise
%25.14’Unlin gu¢ dogum problemi ile karsilasildig

gozlemlenmistir. Dystocia, en ¢ok ilk dogumlarda,
cogul gebeliklerde, erkek vyavrularda, fotopelvik
orantisizlikta ve bahar aylarindaki dogumlarda
rastlaniimaktadir (Cetin ve Kocamdiftiioglu, 2015;
George 1975; George 1976).

Koyun ve kegilerde en sik goriilen maternal
dystocia nedenleri; uterus inertiasi, serviks uterinin
yetersiz dilatasyonu (ringwomb), prolapsus vajina,
uterus torsiyonu ve vulva/vajina darligidir. Fotal
kaynakli dystocialarda ise; yavru blyukligu, ikizlik
ve presentasyon, pozisyon ile durus bozukluklari
oldugu bildirilmistir ~ (Ali, 2011; Cetin ve
Kocamiiftlioglu, 2015; Hussain ve Zaid, 2010; Scoot
2007). Gug¢ dogumun tedavisinde servikal dilatasyon
ve kontraksiyonlari arttirmak amaciyla c¢esitli
medikal uygulamalar, ekstraksiyon fors, fototomi ve
sezaryen  operasyonu  uygulanmaktadir.  Bu
uygulamalar icerisinde sezaryen operasyonlarin
klinik basarisinin en yiksek seviyede oldugu
gorulmustir (Brounts ve ark., 2004; Majeed, 1994;
Majeed ve Taha, 1995).
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Sunulan ¢alismada, Sanliurfa bdlgesinde
gorilen koyun ve kegilerde karsilasilan dystocia
olgulari etiyoloji ve klinik ozellikleri yoniinden
degerlendirilerek uygulanan tedavi yontemleri ve
elde edilen sonuglarin sistematik bir sekilde
sunulmasi ve veteriner klinik sahada faydali
olabilecek pratik bilgilerin klinisyenlere aktarilmasi
amaclanmistir.

Materyal ve Metot

Calismanin  materyalini, 2003-2010 vyillari
arasinda, Harran Universitesi Veteriner Fakltesi
Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali Klinigi’'ne getirilen
57’si keci, 30’u koyunda goriilen toplam 87 dystocia
olgusu olusturdu. Tim olgularda gorulduga ay, tir,
irk, yas, glic dogum nedeni, tedavi yontemi, elde
edilen canli ve 6li yavrular kaydedildi. Calismada
elle kurtarma ve sezaryen operasyonlari sonrasi
elde edilen canli yavru oranlari ve glic dogum
sebepleri arasindaki farkin anlamliligi SPSS (Statistic
Packet of Social Science) 14.01 (serial: 9869264)
Paket Programinda, chi square testi ile
degerlendirildi.

Bulgular
Kigik  ruminantlar  dystocia  yoninden

incelendigi, calismanin yapildigi yillarda, klinigimize
gelen 96 keginin 57’sinde (%59.38), 79 koyunun

30'unda (%37.98) olmak Uzere toplam 175
hayvanda 87 (%49.71) dystocia olgusu ile
karsilasilmistir.

Karsilasilan olgularinin yas dagilimlari Tablo
1’de sunulmustur. Buna gore tim hayvanlarin 1,5-7
yas arahginda oldugu gorildi. 1,5 yasinda 3
(%3.45), 2 vyasinda 25 (%28.74), 3 yasinda 18
(%20.69), 4 yasinda 21 (%24.14), 5 yasinda 8 (%
9.19), 6 yasinda 11 (%12.64), 7 yasinda 1 (%1.15)
adet olgu kaydedildi. Calismada en ¢ok 2 yasinda
25/87, en az da 7 yasinda 1/87 gi¢ dogumla
karsilagildigi, tiim olgularin %73.56 (64/87)’sinin 2-4
yas araligi koyun ve kegilerde olustugu goézlendi. Bu
olgularin klinigimize geldigi aylar incelendiginde
Ocak ayinda 15 (%17.24), Subat 19 (%21.84), Mart
21 (%24.14), Nisan 14 (%16.09), Mayis 3 (%3.45),
Haziran 1 (%1.15), Temmuz 2 (%2.29), Ekim 2
(%2.29), Kasim 7 (%8.05) ve Aralk ayinda 3 (%3.45)
dystocia olgusu kaydedildi. Buna goére olgularin en
cok %24.14 (21/87) oraninda Mart ayinda geldigi,
Ocak-Mart arasi (i¢c aylik slrecte tim dystocia
olgularinin  %63.22  (55/87)'sinin  goruldugd,
Agustos-Eylil arasi hi¢ bir olguya rastlanmadigi
kaydedildi (Tablo 1) (Sekil 1). Irk dagilimlarina
yoniinden incelendiginde; 16 ivesi (%18.39), 10
Akkaraman (%11.50), 3 Morkaraman (%3.45), 1
Daglig (%1.15) irki koyunda, 25 Halep (%28.73), 16
Kil Kegisi (%18.40), 10 Kilis (%11.50), 6 Sanen irki
(%6.89) kecide dystocia gorulda.
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Sekil 1. 2003-2010 yillari arasinda klinigimize getirilen koyun kegi dystocia olgularinin aylara gére
dagilimi

Tablo 1. 2003-2010 yillari arasinda klinigimize getirilen koyun kegi dystocia olgularinda ay ve yas dagihmi

Ay Ocak Subat Mart Nisan Mayis Haziran Temmuz Ekim Kasim Aralik
n 15 19 21 14 3 1 2 2 7 3
% 17.24 21.84 24.14 16.09 3.45 1.15 2.29 2.29 8.05 3.45
Yas 1.5 2 3 4 5 6 7

n 3 25 18 21 8 11 1

% 3.45 28.74 20.69 24.14 9.19 12.64 1.15
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Klinigimize gelen kiiglik ruminant dystocialarin
etiyolojik incelemeleri sonucunda, %44.83’lGnin
maternal kaynakli olup, %21.84 oranla (19/87), en
stk ringwomb gorildi. Diger maternal sebeplerden
prolapsus vajina 13 (%14.94), uterus inertiasi 5
(%5.75), pelvis kanali darligi 1 (%1.15), vulva/ vajina
darligi 1 (%1.15) olguda kaydedildi. Fotal kaynakli
dystocia ise %55.17 oraninda olup bunlardan en
¢ok, %20.69 (18/57), ikizlik ve %10.34 (9/57)
oraninda fotopelvik orantisizhk gorildi. Presen-
tasyon bozukluklari olarak transversal sirt bel gelis 4
(%4.59) olguda gozlendi. Pozisyon bozukluklari
olarak, longitidunal anterior presentasyon dorsa
pubical pozisyon 1/87 (%1.15), longitidunal poste-
rior presentasyon lumbo pubical pozisyon 2/87
(%2.30), sag lumbo ilial posizyon 1/87 (%1.15)
toplam 4/87 olguda (%4.59) kaydedildi. Durus
bozukluklari olarak én bacaklarin buikilmesi 3/87
(%3.45), 6nden geliste basin yanlara bikilmesi 7/87
(%8.04) olguda gozlendi. Yavru anomalileri, ankiloz

1/87 (%1.15), sistosoma refleksum 1 (%1.15) vakada
kaydedildi. Bir hayvanda da (%1.15) gi¢ dogum
sebebi olarak sekunder abdominal ektopik gebelikle
karsilasildi (Tablo 2).

Olgularin 43 (%49.43)'Uine sezaryen operasyo-
nu ile 38 (%43.68)'ine ekstraksiyon, 2’sine fétotomi
(%2.30), 1 (%1.15)'i de laporotomi operasyonu ile
miidahale edildi. Ug olguda (%3.45) ise hasta sahibi-
nin tedaviyi kabul etmemesi nedeni ile mecburi
kesim uygulandi. Sezaryen operasyonu ile 35’
erkek, 45’i disi toplam 80 yavrunun 27 (%33.75)’si
0ll, 53 (%66.25)'U canli olarak alindi. Ekstraksiyon
forsda 33’0 erkek, 19'u disi toplam 52 yavrunun 27
(%51.92)’si  olu, 25 (%48.08)'i canh olarak
dogurtuldu (Tablo 3). Gli¢ doguma midahale
komplikasyonlari yoniinden incelendiginde sezaryen
operasyonundan sonra 3 yavruda yasaminin ilk
ginlerinde 6lim, elle midahalede ise bir olguda
dogum sonrasi annede serviko uteral kavsakta
kanama oldugu gozlendi.

Tablo 2. 2003-2010 yillari arasinda klinigimize getirilen koyun kegilerde gorilen dystocia sebepleri

Yavruya ait sebepler n (%) Anaya ait sebepler n (%)
1-Yavru blyaklagu 9(10.34) 1-Pelvis kanal darlig 1(1.15)
2-ikizlik 18 (20.69) 2-Ringwomb 19 (21.84)
3-Presentasyon Posizyon Bozuklugu 18 (20.69)

a)Transversal sirt bel gelis 4 (4.59) 3-Prolapsus vajina 13 (14.94)
b)Longitidunal anterior presentasyon dorsa pubikal pozisyon 1(1.15) 4-Uterus inertiasi 5(5.75)
c)Longitidunal posterior presantasyon lumbo pubikal pozisyon 2 (2.30) 5-Vulva/vajina darhgi 1(1.15)
d)Sag lumbo ilial pozisyon 1(1.15)

e)On bacaklarin biikiilmesi 3(3.45)

f)Onden geliste basin yanlara deviasyonu 7 (8.04)

4-Ankiloz 1(1.15)

5-Schistosoma refleksum 1(1.15)

6-Ektopik gebelik 1(1.15)

Toplam 48 (55.17) 39 (44.83)

Tablo 3. 2003-2010 yillari arasinda klinigimize getirilen koyun kegi dystocia olgularinda tedavi protokollerine gore elde

edilen canli ve 6l yavru sayilari

n (%) Olii yavru n (%) Canh yavru n (%) Toplam yavru n (%)
Sezaryen operasyonu 43 (49.43) 27 (% 33.75) 53 (% 66.25)2 80 (100)
Ekstraksiyon fors 38 (43.67) 27 (% 51.92) 25 (% 48.08)" 52 (100)
Mecburi kesim 3(3.45)
Fétotomi 2(2.30) 2 2
Laporotomi 1(1.15) 1 1
Toplam 87 (100) 57 78 135

Ayni sttundaki farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark énemlidir (P<0.05)

Tartisma ve Sonug

Kaymaz ve ark., (2004), kuc¢lk ruminantlarda
karsilagilan en blyldk problemin gi¢ dogumlar
oldugunu bildirmektedir. Wosu ve Anene (1990)
kecilerde %49.5 oranla reprodiktif hastaliklarin en
cogunu glic dogum oldugunu belirtmektedir.
Sunulan galismada, benzer sekilde, klinige getirilen
kiglk ruminantlarin yarisinin (87/175; %49.71) giic
dogum olgularinin olusturdugu dikkat ¢cekmektedir.
Buna ragmen kiglk ruminantlarda sird bazinda

tedavi uygulamalarinin yapiliyor olmasi ve diger
ekonomik sebeplerden dolayi birgok siiri sahibinin
obstetrik acillerde kendi miidahale ya da mecburi
kesimi tercih etmesi ve veteriner kliniklerine, kiigik
ruminantlarin daha az getirilmesi sahada karsilasilan
bu olgularin gergek sayisi ve genel o6zellikleri
konusunda bir yanilsama dogurmaktadir.

Koyun ve kegilerde ilk dogumlarda glic doguma
daha sik rastlanildigi belirtilmektedir (Cetin ve
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Kocamiftiioglu, 2015; George, 1975; George, 1976).
Bir calismada (Kloss ve ark., 2002), tim gig
dogumlarin %52’sinin ilk ve ikinci gebeliklerde
gozlendigi bildirilmektedir. Verilen bilgilere paralel
olarak sunulan c¢alismada, glic doguma en c¢ok 2
yasinda 25/87 oraninda rastlandigi, tim olgularin
%73.56 (64/87)'sinin 2-4 yas araliginda gozlendigi
kayde-dildi. ilk dogumlarda ringwomb ve prolapsus
vagina ile yogun karsilasilmasi da erken yaslarda gli¢
dogum riskini arttirdigi bildirilmektedir (Kerr, 1999).
Calismamizda giic dogum probleminin ilk dogumlar-
da daha sik olmasinin sebebi, gelisimini daha tam
tamamlayamamis dogum kanalindan ve endokrin
sisteme bagh sorunlardan kaynakli olabilecegi
kanaatindeyiz. Kiguk ruminantlar mevsime bagh
poliostrik hayvanlardir ve gebelik siireleri ortalama
150 glndiar. Sanliurfa bolgesinde genelde Eyliil
basindan Ekim sonuna kadar kog¢ katimi
uygulandigindan dogumlar en ¢ok Ocak bagi ile Mart
sonunda gorilmektedir. Dogumlarin sik goruldigi
bu aylarda gu¢ dogumlari daha fazla goriilmesi ¢ok
dogaldir.

Kiglk ruminantlarda glic dogum sebeplerine
bakildiginda, gi¢ dogumlarin %27’sinin tek ve
%73’Unan  ikiz yavruda oldugu bildirilmektedir
(George, 1976). En sik Karsilasilan glic dogum
sebeplerinin  presentasyon bozuklugu oldugu
kaydedilmektedir (George, 1975; Kuru ve ark.,
2016). 1,510 Merinos koyununun incelendigi bir
calismada gi¢ dogumlarin (Kloss ve ark., 2002),
%50’sinin maternal, %45’inin fotal kaynakh oldugu
bildirilmistir.  Ayni  calismada Maternal gig
dogumlarin %64’tGnin ringwomb, fotal glic dogum-
larin ise %67’sinin presentasyon, pozisyon ve durus
bozukluklarindan kaynaklandigi aciklanmigtir.
Alagam (1974) ise, gu¢ dogum sebeplerinin
%25.6’sinin maternal, %75.4 Gnian foétal kaynakh
oldugunu bildirmekte ve en sik karsilasilan sebep ise
pozisyon bozuklugu oldugunu soylemektedir. Kiiglik
ruminantlarda gli¢ dogumlarin en biyik sebebinin
ringwomb oldugu bildiriimektedir (Deen, 1995).
Sunulan ¢alismada, gi¢ dogum sebeplerinin
%44.83'Gnin  maternal (39/87) oldugu en sik
%21.84 oranla (19/87) ringwomb olgusu ile
karsilasildigi goruldi. Fotal sebepler ise %55.17
(48/87) oraninda gorildi ve %20.69’luk oran ile en
stk presentasyon, pozisyon, durus bozukluklari ve
ayni oranda ikizlik sebep olarak kaydedildi. Sunulan
calismada Kloss ve ark. (2002) hari¢ diger
arastiricilar ile paralel (Alagam, 1974; George, 1975;
George 1976; Deen 1995; Kloss ve ark., 2002) olarak
maternal sebepler ile daha sik karsilasiimis ve en
¢ok ringwomb  (%21.84), ikizlik (%20.69),
presentasyon pozisyon ve durus bozukluklari
(%20.69) ve prolapsus vagina (%14.94) gozlenmistir.
Gozlemlerimiz esnasinda kiglik ruminant gl
dogum probleminde anilan sebeplerin birbirleri ile

baglantili olmasi siniflandiriimada bazi problemlere
yol acabilecegi suphesi uyandi. Bu goézlemlerden
dolayr giic dogum sebeplerinin insidensinin
arastiricilar arasinda farkh ¢ikmasinin sebebinin,
siniflandirilmadaki farkhliklardan kaynaklanabilecegi
gibi  bolgesel, iklim ve beslenme bakim
farkliliklarindan da olabilecegi kanaati olusmustur.

Kiglik ruminant gic¢ dogumlarin %12’sinde
tedavide sezaryen operasyonu yapildigi bildiriimek-
tedir (Kloss ve ark., 2002). Bir ¢alismada (Alagam,
1974), 129 adet glic dogumun 47’sinde presen-
tasyon ve pozisyonun dizeltilmesi, 28’inde
ekstraksiyon, 34’linde sezaryen, 13’linde fototomi
ve 3’lUnde de ilagla midahale, 4’linde de serviks
uteriyi agma islemleri uygulanmistir. Majeed ve
Taha (1995), ivesi irkina ait 332 giic dogum
vakasinin 146’sina elle gikarma, 48’ine farmakolojik
ajanlar ile uyarim, 138’ine de sezaryen operasyonu
uygulamiglar ve galismalarinda gii¢ doguma muda-
halede en basarili tedavi ydnteminin sezaryen
operayonu oldugunu bildirilmiglerdir.  Yapilan
calismalar gostermektedir ki kiiglik ruminantlarda
sezaryen operasyonu yapilan giic dogum vakalarinin
%70’i rimgwomb dur (Kloss ve ark., 2002; Brounts
ve ark, 2004). Koyunda prolapsus vajina olgularinda
sezaryen operasyonu gereksinimi 10 kat artmak-
tadir (Scott, 1989). Gug¢ doguma yardim girisimle-
rinde sure uzadikg¢a yavru olimlerin gorilme siklig
da artmaktadir (Brounts ve ark., 2004). Sezaryen
operasyonunda basari orani, kuzunun yeni oldiuga
ya da yasadigl olgularda % 97.8 iken, amfizem ve
otolizin basladigl olgularda ise %57.1 e dustugu
bildirilmektedir (Scott, 1989). Bu ¢alismada da gii¢
dogum tedavisinde %49.43 oranla (43/87) en ¢ok
sezaryen operasyonu, 38 olguda ise (%43.67)
extraksiyon fors uygulandi. Sezaryen operasyonu
sonrasi 27 0Olu (%33.75) 53 canli (%66.25) yavru
alinirken, elle ¢ikarmada 27 6li (%51.92) 25 canh
(%48.08) yavru dogurtuldu.

Sonug olarak; 2003-2010 yillari arasinda Harran
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve linekoloji
Anabilim Dali Klinigi’'ne muayene ve tedavi amaciyla
getirilen kiicik ruminatlarda reproduktif agidan en
stk karsilagilan problemin gii¢ dogum oldugu
gozlendi. Gi¢ dogum sebebi olarak en sik ikizlik,
ringwomb, presentasyon, pozisyon,  durus
bozukluklari ve prolapsus vajina ile karsilasildi.
Sezaryen operasyonun, kigiuk ruminantlarda, gig
dogum tedavisinde kullanilabilecek basarili bir
tedavi secenegi oldugu kanaatine varildi.
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Ratlarda Parasetamol ile Olusturulan Hepatotoksisite Uzerine Taraxacum

officinale Etanol Ekstraktinin Etkisi**

Esra AKTAS SENOCAK, Betiil APAYDIN YILDIRIM®
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Ozet: Ratlarda parasetamol ile olusturulan hepatotoksisite iizerine Taraxacum officinale etanol ekstraktinin kan ve
karaciger dokusundaki bazi biyokimyasal parametrelere ve karaciger dokusunun histopatolojisi Gzerine etkileri arastirildi. Bu
galismada, 5 aylik yasta 36 adet Sprague Dawley rat kullanildi. Sprague Dawley ratlar rastgele her grupta 6 rat olacak sekilde
6 gruba ayrildi. Parasetamol (PARA) verilecek gruplardaki hayvanlar 24 saat ag birakilip ekstrakt verildikten 1 saat sonra 2
g/kg oral olarak (p.o.) PARA verildi. 1.Grup (Kontrol Grubu), %5’lik DMSO intraperitoneal (i.p.), 2.Grup (TOE1 Grubu), 200
mg/kg/gun/i.p. Taraxacum officinale ekstrakti (TOE) %5’lik DMSO’da ¢o6zllerek i.p, 3.Grup (TOE2 Grubu), 250
mg/kg/gun/i.p. Taraxacum officinale ekstrakti, 4.Grup (PARA Grubu), 2 g/kg/p.o. Parasetamol, 5.Grup (PTOE1 Grubu),
Parasetamol 2 g/kg/glin/p.o. + TOE 200 mg/kg/giin/i.p, 6.Grup (PTOE2 Grubu), Parasetamol 2 g/kg/giin/p.o. + TOE 250
mg/kg/gun/i.p 8 glin boyunca uygulandi. Calisma sonunda ratlardan alinan kan ve karaciger dokusundan biyokimyasal ve
histopatolojik analizler yapildi. Parasetamol grubunda plazma AST, ALT, ALP, MDA, CAT ve nitrit dizeyleri; karaciger MDA,
nitrit ve nitrat duzeyleri kontrol grubuna goére artarken (P<0.001); plazma GSH (P<0.001), SOD (P<0.001) ve GPx (P<0.05)
dlzeyleri; karaciger GSH, CAT ve SOD (P<0.001) duzeyleri anlamli olarak azaldi. Parasetamoliin ratlarda olusturdugu
hepatotoksisiteyi Taraxacum officinale bitkisinin toprak Usti aksamlarindan yapilan etanol ekstraktinin 200 mg/kg
uygulanan miktarinin hepatotoksisiteyi anlamli olarak azalttigi ve lipid peroksidasyonu 6nledigi, TOE 250 mg/kg uygulanan
hayvanlarda toksik etki yaptigi tespit edildi. Elde edilen ekstraktin hepatotoksisite lzerine ve plazma ve karaciger
biyokimyasal parametreleri lizerine olumlu etkilerinin oldugu saptansa bile karacigerde olusan hasari diizeltmek igin zamana
gereksinim duyuldugu kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Ekstrakt, Lipid peroksidasyonu, Parasetamol, Taraxacum officinale.

The Effect of Taraxacum officinale Ethanol Extract on Paracetamol Induced Hepatotoxicity in

Rats

Abstract: In this study was investigated on the effects on the some biochemical and histopathological parameters in
plasma and liver tissue of Taraxacum officinale ethanol extract of paracetamol induced hepatotoxicity in rats. In this study
was utilized 36 Sprague Dawley male rats, aged 5 months. Rats were divided 6 groups of 6 rats each, randomly. Animals of
paracetamol administered were fasted 24 hour and 2 g/kg peros (p.o) Paracetamol was given after the 1 hour extract was
given. 1.Group Control 5% DMSO intraperitoneal (i.p), 2. Group TOE1 200 mg/kg/day/i.p. Taraxacum officinale extract
(TOE) was dissolved in 5% DMSO in distilled water, i.p., 3. Group TOE2 250 mg/kg/day/i.p. Taraxacum officinale extract, 4.
Group PARA 2 g/kg/p.o. Paracetamol, 5. Group PTOE1; Paracetamol 2 g/kg/day/p.o.+ TOE 200 mg/kg/day/i.p, 6. Group
PTOE2 Paracetamol 2 g/kg/day/p.o.+ TOE 250 mg/kg/day/i.p were administered for 8 day. At the end of the study
biochemical and histopatological analyses were made from sample of blood and liver tissue. Plasma AST, ALT, ALP, MDA,
CAT and Nitrite levels; liver tissue Nitrite and Nitrate levels were increased (P<0.001); plasma GSH (P<0.001), SOD (P<0.001)
and GPx levels (P<0.05); liver tissue GSH, CAT, and SOD levels (P<0.001) were decreased significantly in paracetamol group
compared with control group. Paracetamol in rats formed hepatotoxicity Taraxacum officinale Wig. aerial part made from
ethanol as extract is used TOE 100 mg/kg of the amount of hepatotoxicity significantly decreased and prevented lipid
peroxidation. Toxic effect was determined in animals administered TOE 250 mg/kg. Even if the obtained extract had
positive effects on hepatotoxicity and biochemical parameters in liver and plasma, it was concluded that it was needed to
for repair the damage of the liver.

Keywords: Antioxidant, Extract, Lipid peroxidation, Paracetamol, Taraxacum officinale.

Giris

Turkce adi Karahindiba olan Taraxacum
officinale papatyagiller (Asteraceae) familyasinin bir
Uyesidir. Daha ¢ok kuzey yarim kiirede o6zellikle
Avrupa ve Asya’nin 1hman boélgelerinde sikca
rastlanan bir tardir. Tirkiye’de ise ¢ogunlukla

Nisan-Mayis aylarinda, cayirlarda, yol kenarlarinda
yetisebilen ¢ok yillik sari renkte cicekleri olan bir
bitkidir.  Taraxacum  officinale  (Karahindiba-
Dandelion) icerdigi terpenoid, sterol, kalsiyum,
potasyum, vitamin A, nikotinik asit ve vitamin C gibi
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bircok 6nemli bilesigi iceren, besleyici degere sahip
olan ve sikga rastlanan bir bitkidir (Davis, 1965; Kog,
2002). Bu ozelliklerinden dolayi 6zellikle karaciger
ve safra kesesi hastaliklarinda taze olarak 5-6 tane
cicek sapinin yenmesi kronik karaciger iltihaplarinda
ve karaciger yaglanmasinda iyilesme saglayarak
safra kesesinin c¢alismalarini dizenledigi ifade
edilmistir. Bununla beraber seker hastahgi, cilt
hastaliklari, vitamin eksikligi, damar sertligi, kan
sekerini dusirmede, istah acilmasinda, kanin
temizlenmesinde, kansizlikta, romatizma ve gut
hastaliklarinda, kemik bitinligliniin korunmasinda,
mide sivilarini  diizene sokarak mideyi atik
maddelerden temizlemede ve bazi kanser tiirlerinde
blylk etkiye sahip olmasina ragmen pek ¢ok kisi
tarafindan taninmayip zararl bir ot olarak bilinir
(Anonim, 2013a; Anonim, 2013b; Fortea ve ark.,
2009; Kog, 2002). Karahindiba’nin bilesimindeki
seskiterpen laktonlar ve fenil propanoid sayesinde
anti-inflamasyon etkisinin oldugu bilinmektedir.
Ayni zamanda barindirdigi terpenler, polisakkarit
bilesenleri;  bagisikhk  sistemini  duzenleyici,
trombosit birikimini 6nleyici ve karaciger koruyucu
etkilere sahiptir (Adam, 2012; Sigstedt ve ark.,
2008). B, C, D, E vitaminlerinin yani sira kolin,
inozitol, lesitin, mineraller ve oligoelementleri
(kalsiyum, sodyum, magnezyum, demir, bakir,
fosfor, ¢inko, manganez) bulundurmasi agisindan
oldukga 6nemli bir bitkidir. Ayrica besleyici degeri
olan Karahindiba, yiliksek oranda potasyum
icermesinden dolayr en iyi dogal potasyum
kaynaklarindan biridir (Gallaher ve ark., 2006).
Taraxacum officinale (karahindiba) bitkisini
iceren yaprakli sebzelerle olusturulan karigimin
plazma, karaciger, kalp ve bobrekte faydalariyla
birlikte antioksidan seviyeleri (glutatyon ve B-
karoten) ve antioksidan enzimlerinin aktivitelerini
(stiperoksit dismutaz, peroksidaz, redikte
glutatyon) farelerde arttirdigi  ayrica lipid
peroksidasyonunu da anlamli olarak azalttig
gorulir. Taraxacum officinale’nin ozellikle kok ve
yapraklarinin  ratlara uygulanmasiyla endojen
antioksidan profilinde gelisim gozlenir (Champe ve
ark., 2007; Kuntz ve Kuntz, 2008). Parasetamol
(Asetaminofen-APAP), 1950 vyilindan beri siklikla
kullanilan analjezik ve antipiretik 6zelliklere sahip
ilaglardan biridir (Kayaalp, 2005). Parasetamolin
asirl dozda alinmasiyla sitokrom p-450 mikrozomal
enzimleri araciligiyla reaktif ara driin olan NAPQI (N-
asetilbenzokinonimin)'nin  derisiminin  artmasiyla
hepatik nekroza ve ileri durumlarinda da karaciger
yetmezligine neden oldugu gorilir (Jaeschke ve
Bajt, 2006). NAPQI'nin birikmesi viicuttaki serbest
GSH’In baglanmasini saglayarak hiicrede var olan
GSH’1I tlketir bu da hicrede oksidatif stresin
olusumuna yol acar. NAPQI sulfhidril (-SH) gruplarini
okside etmesine neden olup Ca** konsantrasyonu-

nun artmasina ayrica NAPQI hiicre igi proteinlerini
yok ederek hiicrenin 6limine yol agar (Rang ve
ark., 2011).

Bu c¢alismada; Taraxacum officinale bitki
ekstraktinin  hepatoprotektif ve  antioksidan
Ozelliklerini arastirmak (izere, kanda AST (Aspartat
transaminaz), ALT (Alanin transaminaz), ALP
(Alkalen Fosfataz) dizeyleri ile MDA
(Malondialdehid), GSH (Glutatyon), CAT (Katalaz),
SOD (Superoksit dismutaz), GPx (Glutatyon
peroksidaz), Nitrit, Nitrat ve karaciger dokusundaki
MDA, GSH, CAT, SOD, GPX, Nitrit, Nitrat dizeyleri ile
birlikte  karaciger = dokusunun  histopatolojik
muayenesiyle parasetamol ile olusturulan deneysel
hepatotoksisite Uzerindeki koruyucu etkinliginin
arastirilmasi amaglandi.

Materyal ve Metot

Hayvan materyali: Calisma igin kullanilan ratlar
Atatiirk Universitesi'ne bagli Tibbi Deneysel Uygula-
ma ve Arastirma Merkezi (ATADEM) tarafindan
saglanmis olup 25.03.2013 tarih ve 36643897-475
sayil yazi ile gereken etik kurul belgesi ile
onaylanmistir. Arastirma icin 5 (bes) aylik olan 36
adet Sprague-Dawley cinsi rat kullanildi. Canh
agirliklari 250-300 g olan ratlar 12 saat aydinlik /
karanhk donglisiinde 22+2 °C oda sicakliginda tutul-
dular. Bir hafta slreyle ortama adaptasyonlari sagla-
nan ratlar calisma boyunca standart rat yemi ve
musluk suyu ile ad libitum beslendiler.

Taraxacum officinale ekstrakti:  Arastirmada
kullanilan Karahindiba bitkisi ¢icekli donemde
toprak Ustl aksani toplanarak golgede kurutuldu.
Daha sonra bu bitki 6gitilerek, Atatiirk Universitesi
Ziraat Fakdltesi Ugucu Yag Laboratuvarinda 48 saat
sire ile etil alkolde bekletilip stzildi. Rotary
evaporatér yardimiyla ¢oziicliniin uzaklastiriima-
sinin ardindan ekstreler, +4 °C’de buzdolabinda
muhafaza edildi (Kordali ve ark., 2009).

Parasetamol materyali: Ratlarda toksisite
olusturmak amaciyla kullanilan  parasetamol,
piyasadan temin edilip, 2 g/kg Parasetamol ; %1’lik
karboksimetilseliiloz (CMC), 1xPBS tamponunda
¢Ozuldi ve ratlara oral yolla 2 cc uyguland
(Albayrak, 2013).

Deneysel uygulamalar: Ratlar rastgele her grupta 6
rat olacak sekilde 6 gruba ayrildi. Parasetamol
verilecek gruplardaki hayvanlar 24 saat a¢ birakilp
ekstrakt verildikten 1 saat sonra 2 g/kg p.o.
parasetamol verildi. 1. Grup Kontrol grubu %5’lik
DMSO i.p, 2. Grup TOE1 grubu 200 mg/kg/gun/i.p.
Taraxacum officinale ekstrakti %5’lik DMSQO’da
¢ozilerek i.p, 3. Grup TOE2 grubu 250
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mg/kg/gun/i.p. Taraxacum officinale ekstrakti, 4.
Grup PARA Grubu, 2 g/kg/p.o. Parasetamol, 5. Grup
PTOE1 grubu Parasetamol 2 g/kg/glin/p.0.+TOE 200
mg/kg/gun/i.p, 6. Grup PTOE2 grubu Parasetamol 2
g/kg/gin/p.o.+TOE 250 mg/kg/glin/i.p 8 giin boyun-
ca uygulandi. Calisma sonunda ratlardan alinan kan
ve karaciger dokusunda biyokimyasal ve histopato-
lojik analizler yapildi. Alinan kan lityum heparinli
tiplere aktarilarak, 3000 rpm’de, +4 °C'de 10 dk
santrifiij edilerek plazmalari ayrildi alinan dokularin
bir kismiyla beraber biyokimyasal analizler
yapilincaya kadar -20 °C’'de deep freezde saklandi.
Ratlardan elde edilen karaciger dokulari 1/10
oraninda 0.1 M, pH 7.4 fosfat tamponu ile
homojenize edilerek 1700xg’de santrifiij edildikten
sonra slipernatantlar deney icin kullanildi. Alinan
karacigerin diger bir kismi %10’luk formalin igine
konulup histopatolojik analizler yapilincaya kadar
saklandi.

Biyokimyasal analizler: AST, ALT, ALP tayinleri igin
analizde TML ticari kiti kullanildi. Plazmada MDA
(Yoshioka ve ark., 1979), GSH (Tietze, 1969); plazma
ve karaciger dokusunda CAT (Goth, 1991), SOD (Sun
ve ark., 1988), GPx (Matkovics ve ark., 1988);
karaciger dokusunda MDA (Placer ve ark., 1966),
GSH (Ball, 1996; Fernandez ve Videla, 1981) ve Nitrit
ve Nitrat (Stahr, 1977) dizeyleri spektrofotometrik
olarak olclldi (Biotechepocha UV-Visible EIA
Spektrofotometre).

Histopatolojik analizler: Histopatolojik degerlendir-
me amaclyla alinan karaciger dokulari  %10’'luk
formalin sollsyonunda 24 saat tespit edildikten
sonra, akan cesme suyunda 10 saat yikandi. Rutin
doku takibinde alkol (70°, 80°, 90°, 96° ve 100°) ve
ksilol serilerinden gectikten sonra parafinde bloklara

gomuldu. Her bloktan 4 pm kalinhiginda kesitler
alinip  lam  Gzerinde preparatlar  hazirlandi.
Histopatolojik inceleme igin hazirlanan preparatlar
Hematoksilen-Eozin  (H&E) ile  boyanip  1sik
mikroskobu ile incelendi.

istatistiksel analizler: Tim gruplar arasindaki
farkliigin 6nemi igin SPSS 11.5 paket programi
kullanilarak varyans analizi, goklu karsilastirma igin
Duncan testi yapildi (Simbiloglu ve Siimbiloglu,
1998).

Bulgular

Biyokimyasal bulgular: Parasetamol ile olusturulan
hepatotoksisite ve TOE uygulanan gruplarin
plazmalarindaki AST, ALT, ALP, MDA, GSH, CAT,
SOD, GPx, Nitrit ve Nitrat; karaciger dokularindaki
MDA, GSH, CAT, SOD, GPx, Nitrit ve Nitrat dizeyleri
Tablo 1’de ve Tablo 2’de gosterildi. Plazma AST, ALT,
ALP ve MDA dizeyleri karaciger toksisitesiyle
beraber istatistiksel olarak anlamli derecede artis
(P<0.001), PTOE1 grubunda ise bu parametrelerde
parasetamol grubuna gore anlamh oranda azalma
tespit edildi (P<0.001). Kontrol grubuna gore TOE2
ve PARA grubundaki GSH dizeyinde azalma
saptandi (P<0.01). Plazma katalaz dizeylerinde
ozellikle bitki uygulanan gruplarda kontrol grubuna
gore bir artis saptandi (P<0.001). Plazma SOD
(P<0.001), GPx (P<0.05) dizeyi kontrol grubuna
gore PARA grubunda anlaml olarak azalirken diger
gruplarda anlamh olarak artti. Nitrit diizeyinde
kontrol gruba gére TOE ve PARA gruplarinda genel
olarak bir artis s6z konusu oldu (P<0.001). Nitrat
diizeyinde istatistiksel olarak anlam saptanmadi
(P>0.05).

Tablo 1. Kontrol grubu ile TOE1, TOE2,PARA,PTOE1, PTOE2 gruplarinin plazmasindaki bazi biyokimyasal parametreler (X£Sx, n:6)

Gruplar

Kontrol TOE1 PARA PTOE1 PTOE2 P
AST (U/L) 52.2541.95% 47.67+1.567¢ 57.08+0.57 167.10+22.232 80.3242.18° 184.83+2.992 R
ALT (U/L) 44.80+1.43¢ 43.35+2.05¢ 54.56+0.61¢ 133.47+0.45° 77.18+0.82¢ 127.59+0.76° R
ALP (U/L) 44.73+2.15¢ 42.91+2.18¢° 49.65+0.12¢ 129.27+0.432 68.47+0.68° 119.29+0.27° *EE
MDA (mmol/L) 10.92+0.45¢ 10.30%0.28° 11.17+0.22¢ 15.2741.19° 10.42+0.16¢ 19.20%0.72° R
GSH (mmol/L) 0.23+0.01° 0.2240.01% 0.17+0.01° 0.1940.02°¢ 0.20£0.01% 0.22+0.01% o
CAT (kU/L) 243.78+11.52° 432.31420.17%*  464.58+26.46% 379.16425.91° 449.44+6.81° 453.19+1.72° R
SOD (U/mL) 13.6910.13° 13.9610.10° 13.8310.14° 12.88+0.27° 13.9610.14° 14.1210.16° Hork
GPX (U/mL) 5.89+0.12% 5.9440.18% 5.9340.18% 5.49+0.10° 6.43+0.452 5.86+0.19% *
NITRIT (ppm) 0.44+0.02° 0.45+0.01° 0.82+0.14° 1.26%0.02° 0.60+0.04¢ 0.55+0.04¢ Rk
NIiTRAT (ppm) 10.59%0.26 9.89+0.15 10.930.34 10.95+0.39 10.23%0.20 10.47+0.28 0s

0S: P>0.05 *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 ve a, b, c, d, e: Ayni satirda farkl harfle gésterilen ortalamalar arasi fark dnemlidir (P<0.05).

Karaciger MDA diizeyi kontrol grubuna gore
TOE1 ve TOE2 gruplarinda anlamli olarak artti, PARA

grubuna goére PTOE1 ve PTOE2 gruplarinda
istatistiksel olarak anlaml azalma saptandi
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(P<0.001). GSH dizeyi TOE1, PARA, PTOE1l
gruplarinda kontrol grubu karsilastirildiginda bu
gruplarda azaldi  (P<0.001); TOE2, PTOE2
gruplarinda artis gosterdi (P<0.001). CAT dizeyi
TOE’nin verildigi gruplarda (TOE1, TOE2, PTOE1,
PTOE2) kontrol grubuna gobre artis gosterdi
(P<0.001). PARA grubunda CAT dizeyi istatistiksel
olarak anlamli oranda azaldi (P<0.001), PTOE1 ve
PTOE2 gruplarindaki bu diizey PARA grubuna gore
istatistiksel olarak anlamh oranda artti (P<0.001).
Sadece bitki ekstrakti uygulanan gruplarda SOD
enzim dulzeyi kontrol grubuna gore artti (P<0.001),

PARA grubundaki SOD diizeyi kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli oranda azaldi (P<0.001).
GPx dilizeyi TOE2, PTOE1l gruplarinda kontrol
grubuna gore bir artma s6z konusu iken istatistiksel
acidan anlam tespit edilmedi (P>0.05). Nitrit diizeyi
TOE1, TOE2, PTOE1l, PTOE2 gruplarinda kontrol
grubuna gore bir artma ile birlikte, PARA grubunda
istatistiksel olarak anlamli oranda artis tespit edildi
(P>0.05). Kontrol grubuna gore karaciger dokusu
nitrat dizeyi TOE1, TOE2, PTOE1l artti, PARA ve
PTOE2 gruplarinda anlamli oranda artis gorilda
(P>0.05).

Tablo 2. Kontrol grubu ile TOE1, TOE2, PARA, PTOE1, PTOE2 gruplarinin karaciger dokusundaki bazi biyokimyasal parametreler (X+Sx, n:6)

Gruplar
Kontrol TOE1 TOE2 PARA PTOE1 PTOE2 P
MDA (nmol/g) 47.47+3.18° 65.02+3.24¢ 86.0812.44% 108.50+18.312 53.33+1.90° 58.8015.24°¢ Horx
GSH (mmol/g) 0.43+0.03%¢ 0.41+0.04%¢ 0.60+0.04° 0.24+0.01¢ 0.34+0.06% 0.46+0.03° rorx
CAT (U/g) 123.70+13.40°  239.88+36.24°  181.87+21.38° 102.65+4.41° 155.11+8.67°¢  132.00£11.53bc  ***
SOD (EU/mg) 7.32+0.29° 8.85+0.20? 8.92+0.367 6.94+0.30b¢ 7.39+0.35° 5.64+0.94¢ rorx
GPX (U/mg) 10.51+0.85 10.35+0.67 11.2040.54 9.27+0.68 1.7040.59 9.6110.93 0s
NITRIT (ppm) 12.48+1.04° 12.9240.73° 12.51+0.57° 18.99+0.412 17.28+1.352 18.51+0.71° *E®
NIiTRAT (ppm) 76.78+5.03¢ 93.42+1.03¢ 89.60+3.33¢ 121.20+6.56° 95.52+1.89¢ 140.99+ 10.497  ***

0s: P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 ve a, b, ¢, d, e: Ayni siitunda farkli harfle gdsterilen ortalamalar arasi fark dnemlidir.

s E@ge T LU me— :
Sekil 1. Gruplarin karaciger dokusu histopatolojisi (HXE) Bar=50um. (A)Kontrol grubu rat karacigerlerinin
normal histolojik yapisi (HxE) Bar=50um., (B) TOE1 grubu ratlarinin karacigerlerinin normal histolojik yapisi
(HXE) Bar=50um., (C) TOE2 ratlarinin karacigerlerinde hafif hidropik dejenerasyon (HxE) Bar=50um., (D)
PARA grubu ratlarinin karacigerlerinde siddetli hidropik dejenerasyon (HxE) Bar=50um., (E) PTOE1 grubu
ratlarinin karacigerlerinde ¢ok hafif hidropik dejenerasyon (HxE) Bar=50um., (F) PTOE2 grubu ratlarinin
karacigerlerinde ¢ok siddetli hidropik dejenerasyon (HxE) Bar=50um.

Histopatolojik bulgular: Kontrol, TOE1 ve PTOE1
gruplarinda bulunan ratlarin karacigerleri makrosko-

A R Y =

bik olarak koyu kahverenginde iken PARA, TOE2 ve
PTOE2 gruplarindaki ratlarin karacigerlerinin solgun,
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genislemis ve kenarlari kit sonlandigi goérulda.
Karacigerin histopatolojik incelemelerinde kontrol
grubu ratlarinda karacigerlerin normal histolojik
yapida oldugu gozlendi. TOE1 grubu ratlarinin
karaciger hepatositlerinde kontrol grubu gibi
normal histolojik yapida oldugu go6zlendi. TOE2
ratlarinin  karaciger hepatositlerinde periportal
bolgelerinde hafif bir hidropik dejenerasyon
gozlendi. PARA grubu ratlarinin karacigerlerinde
hepatositlerde siddetli diffuz hidropik dejenerasyon
ve yer yer nekrotik hiicrelere rastlandi. PTOE1 grubu
ratlarinin karacigerlerinde c¢ok hafif bir hidropik
dejenerasyon goriildii. PTOE2 grubu ratlarinin
karacigerlerinde hidropik dejenerasyon cok siddetli
oldugu belirlendi.

Tartisma ve Sonug

Parasetamol, asetoaminofen olarak bilinen
analjezik ve antipiretik bir ilagtir ve asir dozda
alindiginda hayvanlarda ve insanlarda hepatotok-
sisite ve nefrotoksisiteye neden olur (Vermeulen ve
ark., 1992). Literatur verilerine gore modern tibbin
ilerlemesine ve hepatik hiicrelerin rejenerasyonuna
yardimci ve karacigeri koruyan ilaglarin yaygin
olmasina ragmen karaciger hastaliklarini 6nlemede
bircok bitki ekstrakti kullaniimaktir (Chattopadhyay,
2003). Dandelion kokleri karaciger fonksiyonlarini
desteklemekte, cesitli dermotolojik ve sistemik
bozukluklarda karaciger fonksiyonunu arttirici ve
detoksifikasyonunda kullanilan bir bitki tlrtdar
(You ve ark., 2010). Karaciger hasari; karaciger
enzimleri ve oksidatif statl ile belirlenir. Karaciger
hasarinin  belirleyici enzimleri olmasi agisindan
onem tasiyan enzimler; AST, ALT ve ALP (Gonzalez
ve ark., 2012). Parasetamol ya da baska bir toksik
maddenin (CCls, etanol vb.) viicuda alinmasiyla AST,
ALT, ALP’deki onemli degisiklikler karacigerin
blatininde hasarin meydana geldigini gosterir
(Krishna ve ark., 2012). Parasetamoliin oral olarak
ratlara uygulanmasiyla karaciger hasarini gosteren
serum veya plazma AST, ALT, ALP enzim aktivite-
lerindeki onemli artis olarak kendini gdstermis bu
dizeylerin toksikasyon grubu ile kontrol grubunun
karsilastirilmasinda artisin s6z konusu olmasi toksik
etkisinin oldugunu ortaya koymustur (Nahida ve
ark., 2011; Parmar ve ark., 2010). Bu ¢alismada da
toksikasyon grubunda plazma AST, ALT, ALP
seviyelerinin kontrol grubuna gore yikselmesi ve
verilen bitki ekstrakti ile karaciger enzim seviyeleri
karacigerin iyilesmesinden dolayl azalmasi Onceki
cahsmalar ile uyumludur.

Ratlarda  parasetamol ile hepatoksisite
olusturulan c¢ahsmalarda toksikasyon grubunun
kontrol grubu ile karsilastirlmasinda MDA
diizeyinde yukselme s6z konusu olmustur (Hosbas
ve ark., 2011; Parmar ve ark., 2010; Sundaria ve

ark.,,  2013). Parasetamolle toksik  hepatit
olusturulmus ratlarda plazma MDA dizeyi kontrol
grubuna gore artis gosterirken karaciger MDA
diizeyi 6nemli oranda artis gostermistir (Sundaria ve
ark., 2013). Parasetamol ile olusturulan toksik
hepatitte plazma ve karaciger MDA dizeylerinin
arttigl gosterilmistir (Raja ve Mol, 2010; Aktas ve
ark., 2013). Yapilan farkh g¢alismalar antioksidan
Ozellige sahip cesitli bitkilerin hepatoprotektif
ozelliklerinden vyararlanilarak karaciger hasarini
tedavi edip lipid peroksidasyonunu azalttigl yonin-
dedir (Kim ve ark., 2009; Krishna ve ark., 2012;
Parmar ve ark., 2009; Rang ve ark., 2011; You ve
ark., 2010). Bu ¢alismada da Taraxacum
officinale’nin ¢icek, govde ve yapraklarindan elde
edilen etanol ekstraktinin hepatotoksisiteyi ve lipid
peroksidas-yonunu azalttigi saptanmistir.

GSH; hidrojen peroksit, slperoksit radikalleri
gibi radikal turleri uzaklastirir ve membran protein
tiyollerini  korur. Hepatik mitokondrideki GSH
tiketimi parasetamol ile olusturulan hepatotoksi-
sitedeki en 6nemli mekanizma olarak dusunilur.
Parasetamol gruplarinda indirgenmis GSH seviye-
sinin tikenmesinin NAPQI ile GSH’In konjugasyo-
nundan olusan merkapturik asitten ileri geldigi
bildirilmistir (Sumanth ve Rana, 2006). Parasetamol
ile toksisite olusturulan grup ile kontrol grubu
karsilastinldiginda toksisite grubunda GSH diizeyinin
azaldigi saptanmistir (Parmar ve ark., 2010).
Calismalardaki plazma ve karaciger GSH diizeyleri-
nin toksikasyon grubunda azalmasi sunulan galisma
ile uyumludur. GPx (Glutatyonperoksidaz) oksitlen-
mis glutatyonu indirgenmis glutatyona donstire-
rek hidrojen peroksit uzaklastirabilen ve kismen
hiicre membraninda bulunup selenyum igeren
metaloenzimlerdendir (Jung ve Henke, 1996). Zhang
ve ark. (1989)'nin galismasina gore karaciger ve
bobrekteki enzim aktivitesinin baska dokulara
(beyin, kas) oranla daha fazla oldugunu saptamistir.
Bu calismada da Taraxacum officinale bitkisinin
toprak Gsti aksanindan elde edilen etanol
ekstraktinin toksikasyon olusturulan ratlara uygu-
lanmasi sonucu plazma GPx dizeyinde istatistiksel
agidan P<0.05 oraninda anlam saptan-mistir.
Karaciger GPx dizeyinde de istatistiksel olarak
anlam saptanmamistir.

CAT, zararli hidrojen peroksidi su ve oksijene
donisturtr, yiksek oranda reaktif hidroksil
radikalindan dokular korur (Chance ve Greenstein,
1992). Hicrelerde oksidatif stres olusturan para-
setamoldeki H202 ve oldukg¢a yiksek olan toksik
metabolitlerin  birikmesiyle enzim aktivitesinde
azalma meydana gelir (Pauli-Magnus ve ark., 2005).
Parasetamol uygulanan calismada hepatotoksisite
olusturulan gruplarda kontrol grubuyla karsilastiril-
diginda CAT aktivitesinin dlistigl tespit edilmistir
(Parmar ve ark., 2010). Bu calismada da benzer
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sonuglar elde edilmis, plazma CAT diizeyinde artis
saptanirken, karaciger CAT diizeyinde kontrol
grubuna gore azalma tespit edilmistir. TOE 200
mg/kg uygulanmasi CAT aktivitesini arttirarak
parasetamol toksisitesinden karacigeri koruyup asiri
miktarda serbest radikal birikimini Onleyebilecegi
kanisina varilmistir.

Dandelion  yapraklarinin  su  ekstresinin
uygulandigi bir calismada CAT diizeyinin, Dandelion
grubunda 6nemli derecede artmasi da bu galisma ile
ortismektedir (Cho ve ark., 2003). Bir baska
calismada Taraxacum officinale’nin kék eksteresini
250-500 ve 750 mg/kg olmak lizere (¢ ayri dozda
uygulamasina ragmen karaciger dokusunda GSH ve
CAT dizeylerinde higbir grupta herhangi bir 6nem
saptanmamistir (Plant ve Karaj, 2010). Fakat bu
calismada CAT dizeyi plazma ve karacigerde
P<0.001 dizeyinde 6nemli bulunmustur. Bunun
sebebinin Taraxacum officinale koklerinin flavanoid
ve antioksidan maddelerinden fakir olmasindan
kaynaklanabilecegi s6ylenebilir. Szymonik-Lesiuk ve
ark. (2003) c¢alismasinda CCls ile olusturdugu
toksisitede SOD diizeyi hafif bir ylikselme ile birlikte
onem saptanmamisken, Domitrovich ve ark.
(2010)’'na gore toksisite olusturulan grup, kontrol
grubuyla karsilastinldigr  zaman serum SOD
dizeyinde onemli derecede artis tespit edilmistir.
Yapilan calisma ¢ogu arastirma ile benzer sekilde
sonuglanmis, karaciger ve plazma SOD dizeyle-
rindeki artisin P<0.001 dizeyinde 6neme sahip
oldugu saptanmistir.

Luteolin ve luteolin 7-O-glukozid’den olusan iki
flavonoid bilesigi Taraxacum officinale’nin etilasetat
fraksiyonunda zengin olup nitrik oksit sentaz (INOS)
enziminin uyarilmasini ve nitrik oksit Gretimini
baskilar (Hu ve Kitts, 2004). Colle ve ark. (2012)'nin
arastirmasina gore farelerde Parasetamol ile
olusturulan toksik hepatitte Taraxacum officinale
yapraklari 2.2-difenil-1-pikrilhidrazil ve nitrik oksit
radikallerine karsi temizlemesinin yaninda anti-
oksidan aktivite gdstermistir. Bu ¢alismada da nitrat
ve nitrit degerleri icin bu sonuglara benzer sonuglar
bulunmustur. Genel olarak toksikasyon grubunda
kontrole gore bir yikselisin oldugu s6z konusu iken
TOE gruplarinda bu degerlere gore bir diistis soz
konusu olmustur.

Bu calismada histopatolojik olarak Al-Malki ve
ark. (2013)'nin vyaptigi calismalara c¢ok benzer
sonuglar bulunmustur. Dandelion yapraklarinin su
ekstraktinin (0.5 ve 2 g/kg) kullanildigi gruplarda bu
ekstraktin hepatotoksisiteye karsi koruma sagladigi
belirtilmistir. Baska ¢alismalarda da toksisite olustu-
rulan gruplarin kontrol grubu ile karsilastirildiginda;
hepatositlerde siskinlik ve nekrozun go6zlendigi
rapor edilmistir.

Sonug olarak ratlarin karacigerinde paraseta-
mol ile toksikasyon olusturarak antioksidan savun-
ma sistemlerinin  zayiflatiimasiyla  Taraxacum
officinale bitkisinin toprak Usti aksanindan elde
edilen etanol ekstraktinin biyokimyasal parametre-
ler ve histopatolojik bulgulara gére 200 mg/kg
uygulanan miktari parasetamol ile olusturulan
hepatotoksisite ve karaciger tizerine olumlu etkileri-
nin oldugu; T. officinale ekstraktinin 250 mg/kg
uygulanan miktarn ise ratlar lzerinde toksik etki
yaparak lipid peroksidasyonu arttirdigi, antioksidan
enzim duzeylerini  6nemli oranda azaltmasi
nedeniyle toksik etkisinin oldugu belirlendi. Elde
edilen ekstraktin biyokimyasal ve histopatolojik
parametreler Uzerine etkilerinin tesbiti literatiire
onclil cahsma olarak sunulurken karacigerdeki
hasari dizeltmek icin ekstraktin farkli siirelerde ve
yan etki olusturmaksizin en iyi sonucu verecek farkh
dozlarinin da kullanilarak etkilerinin belirlenmesi
konusunda yeni arastirmalara ihtiya¢ oldugu
kanaatine varild.
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Sigirlarda Ahir Zemin Tiplerinin Ayak Hastaliklari ve Tirnak Deformasyonlari

Uzerine Etkilerinin Arastiriimasi

Mehmet Cengiz HAN, Aydin SAGLIYAN, Eren POLAT"
Firat Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Cerrahi Anabilim Dali, Elazig, Tiirkiye.

Gelis Tarihi: 24.10.2016 Kabul Tarihi: 24.11.2016

Ozet: Bu saha calismasinda farkli tipteki ahir zeminlerinin sigir ayak hastaliklari ve tirnak deformasyonlari iizerine etkilerinin
arastiriimasi amaglandi. Arastirma Mus ve yoresinde rastgele secilen 81 ahirda yuritlldi. Bu ahirlarda barindirilan farkli yas,
irk, agirhk ve cinsiyetteki toplam 1292 sigir materyal olarak kullanildi. Bu ahirlarin zemin yapilarinin tiplerine gore
hayvanlarda gorilen ayak hastaliklar ve tirnak deformasyonlari oranlari saptandi. Yapilan arastirmada elde edilen veriler
ahir zemin tiplerinin sigir ayak hastaliklari ve tirnak deformiteleri {izerine &nemli etkilerinin oldugu goriilmistir. incelenen
bu 81 ahirda beton zeminli barinaklarda %32.97, tas zeminli barinaklarda %8.51, tahta zeminli barinaklarda %5.57, kauguk
zeminli barinaklarda %6.66, toprak zeminli barinaklarda ise %46.28 olarak ayak hastaliklari ve tirnak deformiteleri tespit
edilmistir. SPSS for Windows 21.0 (IBM) Descriptive Stastistics Analysis Crosstabs metoduyla Chi-Square testi
kullanilarak, barinak zemin tiplerinin (beton, tas, tahta, kauguk, toprak) yetistirilen sigirlarin ayak hastaliklari ve
tirnak deformasyonlari Gzerine olan etkilerinin arastirilmasi yéninden analizi yapildi. Ulasilan sonuglarin 1sigi
altinda P<0.05 ve P<0.01 araliklari ¢alisma verileri agisindan anlamh  olarak kabul edildi.
Anahtar Kelimeler: Ayak Hastaliklari, Barinak zemini, Sigirlar.

Investigation of Cattle in the Diseases of Stable Ground Foot Type and Nail on the Effects of
Deformation

Abstract: This area of the barn floor in different types of work aimed to investigate the effects of foot diseases and nail
deformation. Research, Mush and the region was carried out in 81 randomly selected in the barn. It is hosted in the stables
of different ages, races, a total of 1292 cattle were used as material in weight and gender. This is based on the types of barn
floor structure revealed foot diseases and nail deformation rates in animals. The data obtained in the studies has been
shown to have a significant effect on the cattle disease foot and nail deformities of barn flooring types. Investigation of the
81 in the shelter, concrete floors in the barn %32.97, stone floors in shelters %8.51, wood floors in shelters %5.57, %6.66 in
rubber flooring shelter, and in earth-floored shelter foot diseases and nail deformities as %46.28 were identified. SPSS for
Windows 21.0 (IBM) using Descriptive Stastistics Analysis Crosstabs method with Chi-Square test, shelter floor types
(concrete, stone, wood, rubber, earth) grown cattle foot disease and were analyzed in terms of the investigation of the
effects on the nail deformation. In the light of the results P<0.05 and P<0.01 were considered significant in terms of the
range of trial data.

Keywords: Foot Diseases, Shelter Floor, Cattle.

Giris

Tirnak hastaliklarinin diinya Gzerindeki tim
sigirlarda siklikla goraldigu ve sigirlarda gorilen
topalliklarin %90’inin tirnak ve ayak hastaliklariyla
iliskili oldugu bildirilmistir (Weaver, 2000). Ayrica
sigirlarda  topalliklar  genis 06lcide ekonomik
kayiplara neden olan bir problem olarak tanimlan-
maktadir (Vermuntand ve Greenough, 1996).
Topalliklarin bakim sartlari, beslenme, yas, genetik,
canh agirlik, laktasyon, hayvanin ozellikleri ve
barinak dizayni arasindaki etkilesim sonucunda
meydana gelen multifaktoryel sartlarla karakterize
oldugu ifade edilmektedir (Clarkson ve ark., 1993;
Hedges ve ark., 2000). Ayrica zemin ylzeyinin direk
olarak tirnak saghg ve hayvanin hareketleri
Uzerinde etkili bir faktor oldugu vurgulanmaktadir
(Albright, 1995).

St sigirlarinda gevresel faktérlerin 6zellikle de
ahir zemin vyapisinin topalliklarin  olusmasinda
belirleyici bir faktor oldugu bildiriimektedir (Cook ve
ark., 2004). Kotu ahir zeminleri sigirlar da eksternal
travmalar, laminitis, solea hemorajileri, solea llseri,
beyaz cizgi ayrilmalari, 6kge ezilmesi, tirnak c¢atlagi
gibi lezyonlan tetikleyici faktorlerden birisi olarak
kabul edilmektedir (Chesterton, 1989; Cookand
Nordlund, 2009). Beton zeminlerin sert olusu ve
asindirici etkisi tirnagin boynuz kismini daha hizh
asinmasina yol acar (Vermuntand ve Greenough,
1995). Buna bagh olarak da ayak lezyonlari ve
topalliklar ortaya g¢ikmaktadir (Bergsten ve
Frank, 1996; Van Amstel ve ark., 2004). Yumusak
malzeme kullanilan ahir zeminleri ayaklar
Gzerine uygulanan basinci azaltir (Hinterhofer ve
ark., 2005). Bazi arastirmacilar ayak lezyonlarini
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azaltmak i¢in saman althikh ahirlari ve kauguk
paspas kullanimini 6nermektedirler (Benz, 2002;
Somers ve ark., 2003).

Yapilan calismalar  yumusak  zeminli
ahirlarda sert zeminli ahirlara goére daha az
tirnak lezyonlarinin meydana geldigini
gostermistir.  Son  vyillarda st  sigirciligi
ahirlarinda  kauguk zemin kullanimi  sert
zeminlere alternatif olarak incelenmektedir (Bell
ve Huxley, 2009; Vanegas ve ark., 2006). Ancak
bazi arastirmacilar kauguk zeminlerin ayak
sagligl lzerine olumsuz etkiye sahip oldugunu
bildirmislerdir (Boyle ve ark., 2007; Krebs ve ark.,
2011; Kremer ve ark., 2007). Ahir zemininde
ahsap yap! kullanimi ayaklar Gzerinde daha fazla
basinca neden olabilir (Hinterhofer ve ark.,
2006). Bazi arastirmacilarda ahsap zeminlerin
zemindeki glbrenin nemini azalttigini  ve
sigirlarin ~ toynaklarinda  kurumaya neden
oldugunu vurgulamislardir  (Telezhenko ve
Bergsten, 2005). Yine yapilan arastirmalarda
barinak zemininde kum kullanilan sirulerin ayak
hastaliklarinin  prevalansinda 6nemli olglide
azalma oldugunu goézlemlemistir (Cook, 2003).

Bu c¢alismada, Mus vyoresinde farkli
zeminlere sahip ahirlar da barindirilan sigirlarda
meydana gelen ayak hastaliklari ve tirnak
deformiteleri lzerine barinak zeminlerinin
etkilerinin ortaya konulmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Calismanin materyalini; hayvan
popilasyonunun yogun oldugu Tirkiye-Mus
yoresinin farkli bolgelerindeki 81 ahir ve degisik
yas, Iirk, cinsiyet ve agirlikta toplam 1292 bas
sigir  olusturdu. incelenen bu ahirlarin
zeminlerinin beton zemin (n=426 sigir), tas
zemin (n=110 sigir), tahta zemin (n=72 sigir),
kaucuk zemin (n=86 sigir), toprak zemin (n=598
sigir) oldugu tespit edilmistir.

Bu 81 ahirin barinak sartlarinin uygunlugu,
ahirlarin ~ zemin yapist incelendi. Hayvan
sahiplerinden sigirlarda ayak hastaliklarinin ve
tirnak deformitelerinin gortilme sikligina yonelik
anemnez alindi. Hayvanlar ayak hastaliklari
yoninden ayakta dururken ve yuratulirken
muayene edildi. Ayak ve tirnak yapisi incelene-
rek hayvanin cilssesine uygunlugu, tirnak
deformasyonlari, 6kce ve taban bdlgesindeki
bozukluklar, interdijital boélge hastaliklari ve
corona boélgesindeki bozukluklarin varhigr arasti-
rildi. Elde edilen tim veriler kullanilmak Uzere
kayit altina alindi. Calisma sonunda tutulan veri
kayitlari daha sorasinda kullanilmak Gzere siri
gozlem kayit formlarina islenerek arsivliendi.
Tutulan kayitlar degerlendirilmek tzere istatistik

metotlarindan SPSS for Windows 21.0 (IBM)
Descriptive  Stastistics  Analysis  Crosstabs
metoduyla Chi-Square testi kullanilarak, barinak
zemin tiplerinin (beton, tas, tahta, kauguk,
toprak) yetistirilen sigirlarin ayak hastaliklari ve
tirnak deformasyonlari tzerine olan etkilerinin
arastirilmasi yoniinden analizi yapildi. Ulasilan
sonuglarin 15181 altinda P<0.05 ve P<0.01 aralik-
lari ¢alisma verileri agisindan anlamli olarak
kabul edildi.

Bulgular

Calismada incelenen ahirlarda havalandirma
sistemlerinin yetersiz oldugu (%18.51) veya hig
bulunmadigl (%13.58); buna bagh olarak da
barinak ortaminda yogun bir amonyak ve gaita
kokusunun varligi tespit edildi. Arastirmanin
yapildigi isletmelere ait barinaklarin zeminleri-
nin beton zemin (%20.99), tas zemin (%11.11),
tahta zemin (%9.88), kauguk zemin (%2.46),
toprak zemin (%55.56) oldugu tespit edilmistir.
Ayrica barinak zeminlerinde diski ve idrar
kanallarinin yapilmamasi (%11.11) veya yetersiz
/ uygunsuz yapilmasi (%20.99) nedeniyle, idrar
ve diskinin barinak zemininde biriktigi,
hayvanlarin 6zellikle arka ayaklarinin gaita ve
idrar birikintileri icerisinde kaldig1 belirlendi.
Ozellikle toprak ve tahta zeminli barinaklarda bu
olguya sikga rastlanildi. Yine toprak ve beton
zeminli barinaklarin zeminlerinde olusan ¢ukur-
larda idrar ve gaita birikintilerine rastlanip
bunlarin temizlemede problem olusturdugu
izlendi. Calismada ahir zeminlerine goére tirnak-
larda deformite ve ayak hastaliklari oranlari
beton zeminli barinaklarda %32.97, tag zeminli
barinaklarda %8.51, tahta zeminli barinaklarda
%5.57, kauguk zeminli barinaklarda %6.66,
toprak zeminli barinaklarda ise %46.28 olarak
tespit edilmistir.

Sigirlarin barinak zeminlerine gore
tirnaklarinda gorilen deforme tirnak yapilarinin
oranlari; beton zeminli barinaklarda barindirilan
hayvanlarda %1.88 kit tirnak, %1.64 makas
tirnak, %3.52 sivri tirnak, %1.41 ayrik tirnak,
%1.41 yayvan ve dolgun tirnak, %1.88 burulmus
tirnak olarak saptanmistir. Tas zeminli barinak-
larda ise; %3.64 kit tirnak, %2.73 makas tirnak,
%7.27 sivri tirnak, %4.55 ayrik tirnak, %3.64
yayvan ve dolgun tirnak, %3.64 burulmus tirnak
olarak gozlemlenmistir. Tahta zeminli barinak-
larda bu oranlar; %2.78 kit tirnak, %5.56 makas
tirnak, %6.94 sivri tirnak, %2.78 yayvan ve dol-
gun tirnak, %5.66 burulmus tirnak olarak
bulunmus, ayrik tirnak olgusuna ise rastlanma-
mistir. Kauguk zeminli barinaklarda; %1.16
oraninda kiit tirnak olgusu saptanmis, diger
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tirnak deformiteleri gézlemlenmemistir. Toprak
zeminli barinaklarda ise; %1.84 kit tirnak, %3.55
makas tirnak, %6.35 sivri tirnak, %3.68 ayrik
tirnak, %3.01 yayvan ve dolgun tirnak, %3.17
burulmus tirnak saptanmistir. Yapilan ¢calismada
ahir zeminlerine goére tirnak deformitelerine
iliskin veriler Tablo 1’de, ayak hastaliklarina

iliskin veriler ise Tablo 2’de gosterilmistir. Farkli
ahir zemini tiplerinin tirnak deformasyonlari
Gzerine olan etkisinin arastirildigi bu ¢alismada;
saptanan verinin P<0.0019 olarak bulunmasi,
ahir zemin tipleri ile tirnak deformasyonlari
arasinda anlamli bir iliskinin olacagl kanisina
varilmigtir.

Tablo 1. Barinak zeminlerine gore sigirlarin ayaklarinda gorilen tirnak deformasyonlarinin dagilimi

Deforme Tirnak Yapilan

Barinak Zemini Tipleri " Makas Sivri Ayrik Yayvanve  Burulmu
Kut Tirnak Tirnak Tirnak Tuynak Dolg\l,m Tirnak  Tirnak ’ Deformasyonsuz Toplam

Beton
Hayvan Sayisi (adet) 8 7 15 6 6 8 376 426
Barinak Zemini (%) 1.88 1.64 3.52 141 1.41 1.88 88.26 100.00
Deforme Tirnak Yapilari (%) 30.77 18.92 22.73 18.18 20.00 19.51 35.51 32.97
Tas
Hayvan Sayisi (adet) 4 3 8 5 4 4 82 110
Barinak Zemini (%) 3.64 2.73 7.27 4.55 3.64 3.64 74.55 100.00
Deforme Tirnak Yapilari (%) 15.38 8.11 12.12 15.15 13.33 9.76 7.74 8.51
Tahta
Hayvan Sayisi (adet) 2 4 5 0 2 4 55 72
Barinak Zemini (%) 2.78 5.56 6.94 0.00 2.78 5.66 76.39 100.00
Deforme Tirnak Yapilari (%) 7.69 10.81 7.58 0.00 6.67 9.76 5.19 5.57
Kauguk
Hayvan Sayisi (adet) 1 0 0 0 0 0 85 86
Barinak Zemini (%) 1.16 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 98.84 100.00
Deforme Tirnak Yapilari (%) 3.85 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 8.03 6.66
Toprak

11 23 38 22 18 25 461 598
Barinak Zemini (%) 1.84 3.85 6.35 3.68 3.01 4.18 77.09 100.00
Deforme Tirnak Yapilari (%) 42.31 62.16 57.58 66.67 60.00 60.98 43.53 46.28
Toplam
Hayvan Sayisi (adet) 26 37 66 33 30 41 1059 1292
Barinak Zemini (%) 2.01 2.94 5.11 2.55 2.32 3.17 81.97 100.00
Deforme Tirnak Yapilari (%) 100.00 100.00 100.00  100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

Tablo 2. Barinak zeminlerine gore sigirlarin ayaklarinda goriilen ayak hastaliklarinin dagihimi

Hastaliklar

Barinak zemin tipleri  Tirnak Okge interdigital interdigital Pododermatitis Digital Beyaz gizgi Okgce ve

erezyonu  apsesi hiperplazi flegmon aseptica diffuza dermatitis hastaligi taban ezigi Saghkh Toplam
Beton
Hayvan Sayisi (adet) 9 4 3 2 8 3 5 7 385 426
Barinak Zemini (%) 2.11 0.94 0.7 0.47 1.88 0.70 1.17 1.64 90.38 100.00
Hastaliklar (%) 26.47 17.39 25.00 11.76 36.36 25.00 20.00 17.95 34,75 32.97
Tas
Hayvan Sayisi (adet) 1 3 2 2 1 1 4 5 91 110
Barinak Zemini (%) 0.91 2.73 1.82 1.82 0.08 0.08 3.64 4.55 82.73 100.00
Hastaliklar (%) 2.94 13.04 16.67 11.76 4.55 8.33 16.00 12.82 8.21 851
Tahta
Hayvan Sayisi (adet) 2 1 1 2 2 2 1 2 59 72
Barinak Zemini (%) 2.78 1.39 1.39 2.78 2.78 2.78 1.39 2.78 81.94 100.00
Hastaliklar (%) 5.88 4.39 8.33 11.76 9.09 16.67 4.00 5.13 532 557
Kauguk
Hayvan Sayisi (adet) 0 0 0 0 1 1 0 0 84 86
Barinak Zemini (%) 0.00 0.00 0.00 0.00 1.16 1.16 0.00 0.00 97.67 100.00
Hastaliklar (%) 0.00 0.00 0.00 0.00 4.55 8.33 0.00 0.00 7.58  6.66
Toprak
Hayvan Sayisi (adet) 22 15 6 11 10 5 15 25 489 598
Barinak Zemini (%) 3.68 2.51 1.00 1.84 1.67 0.84 2.51 4.18 81.77 100.00
Hastaliklar (%) 64.71 65.22 50.00 64.71 45.45 41.67 60.00 64.10 44,13  46.28
Toplam
Hayvan Sayisi (adet) 34 23 12 17 22 12 25 39 1108 1292
Barinak Zemini (%) 2.63 1.78 0.93 1.32 1.70 0.93 1.93 3.02 85.76 100.00
Hastaliklar (%) 100.00  100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
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Yapilan ¢alismada sigirlar, barinak zeminle-
rine gore ayak hastaliklari yoninden incelendi-
ginde; beton zeminli barinaklarda 6kge erezyonu
%2.11, 6kge apsesi %0.94, interdijital hiperplazi
%0.70, interdijital flegmon %0.47, Pododerma-
titis aseptica diffuza %1.88, digital dermatitis
%0.70, beyaz ¢izgi hastalig1 %1.17, okge ve taban
ezigi %1.64 oraninda oldugu tespit edilmistir.
Tas zeminli barinaklarda; 6kce erezyonu %0.91,
Okce apsesi %2.73, interdijital hiperplazi %1.82,
interdijital flegmon %1.82, Pododermatitis
aseptica diffuza %0.08, digital dermatitis %0.08,
beyaz ¢izgi hastaligi %3.64, dkce ve taban ezigi
%4.55 olarak saptanmistir. Tahta zeminli bari-
naklarda; Okce erezyonu %2.78, Okce apsesi
%1.39, interdijital hiperplazi %1.39, interdijital
flegmon %2.78, pododermatitis aseptica diffuza
%2.78, digital dermatitis %2.78, beyaz cizgi
hastaligi %1.39, 6kge ve taban ezigi %2.78 olarak
gozlemlenmistir. Kauguk zeminli barinaklarda;
pododermatitis aseptica diffuza %1.16, ve digital
dermatitis %1.16 olarak bulunmus diger hasta-
liklara rastlanmamistir. Toprak zeminli barinak-
larda ise bu oranlar; 6kce erezyonu %3.68, dkce
apsesi %2.51, interdijital hiperplazi %1.00,
interdijital flegmon %1.84, pododermatitis
aseptica diffuza %1.67, digital dermatitis %0.84,
beyaz cizgi hastaligi %2.51, 6kce ve taban ezigi
%4.18 tespit edilmistir. Farkh barinak zemini
tiplerinin ayak hastaliklari Gizerine olan etkisinin
arastirildigi bu c¢alismada; saptanan verinin
P<0.0052 olarak bulunmasi, referans noktasi
cercevesinde barinak zemin tipleri ile ayak
hastalik arasinda anlamlh bir iliskinin olacagi
distndirmastir.

Tartisma ve Sonug

Yapilan c¢alismalarda farkli barinak zemin
tiplerinin ayak hastaliklari ve tirnak yapilarini
etkiledigi bildirilmistir (Benz, 2002; Haufe ve
ark., 2012; Kremer ve ark., 2007; Vokey ve ark.,
2001). Yapilan bir baska arastirmada beton
zeminli barinaklarda yetistirilen sigirlarin ayak-
larinda gorulen hastaliklarin prevalansini %19.8,
toprak zeminli barinaklarda yetistirilen sigirlarda
ise %2.9 olarak tespit etmislerdir (Fayeand ve
Lescourret, 1989). Bir¢cok arastirmaci sert bari-
nak zemin ylzeyinin ayak tabaninda c¢esitli
hastaliklara yol agan etken oldugunu kabul
etmistir (Barker ve ark., 2009; Kenneth ve ark.,
2004; Nordlund ve ark., 2004). Yaptigimiz bu
saha c¢alismasi sonrasinda, barinaklarin zemin
tiplerine gore, sigirlarin ayaklarindaki deforme
tirnak ve hastalilk oranlari beton zeminli
barinaklarda %32.97, tas zeminli barinaklarda
%8.51 olarak bulunmustur. Bu oranlar tahta

zeminli barinaklarda %5.57 iken kauguk zeminli
barinaklarda %6.66, toprak zeminli barinaklarda
ise %46.28 olarak tespit edilmistir. Toprak ve
beton zeminli barinaklarda barindirilan hayvan-
larda deforme tirnak yapilarinin ve ayak hasta-
liklarinin fazla gorilme nedeni; bu zeminlerde
yetistirilen hayvanlara tirnak bakimlarinin yeter-
siz ya da hi¢ yapilmamasi ve sigir poptilasyonun
%55.56sinin toprak, %20.99’unun beton zemine
sahip barinaklarda yetistirilmesinin etken olabi-
lecegi dUstinulmustar.

Bazi arastirmacilar yaptiklari ¢alismalarda
farkli barinak zeminlerinde tutulan hayvanlarin
tirnaklarinin boyutlarinda farkhliklarin oldugunu
buna bagli olarak deforme tirnak yapilarinin
oldugunu tespit etmislerdir (Andersson ve
Lundstrom, 1981). Ayrica farkli barinak zemin-
lerinde boynuz tirnaktaki blylime oranlarindaki
farkliik sebebiyle 06zellikle medial ve lateral
tirnak arasinda boyut farkliliklarindan dolayi
deforme tirnak yapilarinin varligindan bahsedil-
mektedir (Tranterand ve Morris, 1992). Bu
calismada; ahir zeminlerine gore sigirlarin
tirnaklarinda gorilen deforme tirnak yapilarinin
oranlari; beton zeminli barinaklarda barindirilan
hayvanlarda %1.88 kit tirnak, %1.64 makas
tirnak, %3.52 sivri tirnak, %1.41 ayrik tirnak,
%1.41 yayvan ve dolgun tirnak, %1.88 burulmus
tirnak  olarak  saptanmistir. Tas zeminli
barinaklarda ise; %3.64 kit tirnak, %2.73 makas
tirnak, %7.27 sivri tirnak, %4.55 ayrik tirnak,
%3.64 yayvan ve dolgun tirnak, %3.64 burulmus
tirnak olarak gozlemlenmistir. Tahta zeminli
barinaklarda bu oranlar; %2.78 kiit tirnak, %5.56
makas tirnak, %6.94 sivri tirnak, %2.78 yayvan
ve dolgun tirnak, %5.66 burulmus tirnak olarak
bulunmus, ayrik tirnak olgusuna ise rastlan-
mamistir. Kauguk zeminli barinaklarda; %1.16
oraninda kit tirnak olgusu saptanmis, diger
tirnak deformiteleri gézlemlenmemistir. Toprak
zeminli barinaklarda ise; %1.84 kiit tirnak, %3.55
makas tirnak, %6.35 sivri tirnak, %3.68 ayrik
tirnak, %3.01 yayvan ve dolgun tirnak, %3.17
burulmus tirnak saptanmistir. Tirnak deformite-
lerinin tespit edildigi barinaklarda barinak zeminin
kirli olmasinin, hayvanlarin tirnak bakimlarinin ve
kesimlerinin dlzenli yapilmamasinin, hayvanlarin
uzun sidre barinak ortaminda tutularak disari
¢ikarilip  gezdirilmemesinin  etken  olabilecegi
dusundlda.

Bazi arastirmacilar ahsap zeminli barinak-
larda daha fazla burulmus tirnak olgularina rast-
landigini ifade etmistir (Fjeldaas ve ark., 2010).
Bazi arastirmacilar yaptiklari ¢alismada barinak
ylizeyi ile tirnak arasinda bir iliskinin oldugunu,
sert ve asindirici 6zellige sahip beton zeminlerin
tirnagin boynuz tabakasini asindirdigini ifade
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etmislerdir (Vermunt ve Greenough, 1995). Bazi
arastirmacilara beton zeminli barinaklardaki
hayvanlarda solea hemoraji, solea Ulseri, beyaz
cizgi hastaligi gibi hastaliklarin toprak zeminli
barinaklarda barindirilanlara oranla daha fazla
gorulduguni belirtmislerdir (Franck ve ark.,
2008; Frankena ve ark., 1992).

Yapilan bir arastirmada ahsap, beton,
kaucuk gibi farkli barinak zemin sistemlerinde
tutulan sigirlarin tirnaklarinda 6kce erezyonu,
interdigital dermatit, solea hemorajisi, digital
dermatitis, interdigital hiperplazi gibi ayak
hastaliklarinin goérildaga bildirilmistir (Somers
ve ark., 2003). Fjeldaas ve ark. (2010) slatted
concrete, solid concrete veya solid rubber
zeminli  barinaklarda barindirilan  sigirlarin
ayaklarindaki hastaliklar (dermatitis, white line
disease, sole hemorrhage) (izerine yaptig
calismada dermatitis vakalarini slatted concrete
zeminlilerde daha sik gorildigini, ancak
double sole olgularinin solid concrete’de daha
fazla tespit edildigini bildirmislerdir. Arastirma-
cilar yaptiklari ¢alismalarda kauguk ve beton
zeminli barinaklardaki sigirlarin  ayaklarinda
solea hemorajilerine ve beyaz ¢izgi hastaligina
rastlandigini bildirmislerdir (Cook ve Nordlund,
2009; Kremer ve ark., 2007; Ouweltjes ve ark.,
2009). Barinak zeminin ayak hastaliklari lizerine
etkisi ile ilgili yapilan calismalarda beton zeminli
barinaklardaki sigirlarin tirnak lezyonu oranla-
rinin, kauguk ve kum zeminli barinaklardakine
kiyasla daha fazla oldugu bildirmektedirler
(Boyle ve ark., 2007; Vanegas ve ark., 2006).
Yapilan bir ¢calismada beton zeminlerin ve kotu
barinak sartlarinin ayak hastaliklarina (solea
ulseri, ¢ift tabanlilik, beyaz ¢izgi lezyonlari,
dermatitis) neden oldugunu bildirmektedir
(Manske, 2002). Yaptigimiz saha cgalismasinda
barinak zeminlerine goére ayak hastaliklari
incelendiginde beton zeminli barinaklarda; dkge
erezyonu %2.11, dkce apsesi %0.94, interdijital
hiperplazi %0.70, interdijital flegmon %0.47,
pododermatitis aseptica diffuza %1.88, digital
dermatitis %0.70, beyaz ¢izgi hastaligi %1.17,
Okce ve taban ezigine %1.64 oraninda rastlandigi
tespit edilmistir. Tas zeminli barinaklarda; 6kce
erezyonu %0.91, dkce apsesi %2.73, interdijital
hiperplazi %1.82, interdijital flegmon %1.82,
pododermatitis aseptica diffuza %0.08, digital
dermatitis %0.08, beyaz ¢izgi hastaligi %3.64,
Okce ve taban ezigi %4.55 olarak saptanmistir.
Tahta zeminli barinaklarda; o6kce erezyonu
%2.78, 6kce apsesi %1.39, interdijital hiperplazi
%1.39, interdijital flegmon %2.78, pododerma-
titis aseptica diffuza %2.78, digital dermatitis
%2.78, beyaz ¢izgi hastaligi %1.39, 6kge ve taban
ezigi %2.78 oraninda gozlemlenmistir. Kauguk

zeminli barinaklarda; pododermatitis aseptica
diffuza %1.16, ve digital dermatitis %1.16 olarak
bulunmus diger hastaliklara rastlanmamistir.
Toprak zeminli barinaklarda ise bu oranlar; 6kge
erezyonu %3.68, dkce apsesi %2.51, interdijital
hiperplazi %1.00, interdijital flegmon %1.84,
pododermatitis aseptica diffuza %1.67, digital
dermatitis %0.84, beyaz ¢izgi hastaligi %2.51,
Okce ve taban ezigine %4.18 olarak tespit edildi.

Ayak hastaliklarinin saptandigi barinaklarin
zeminlerinde yeterince hijyen kurallarina dikkat
edilmemesi, idrar ve diski kanallarinin yeterince
olmamasi, barinak zemininde altlik kullanilmamasi,
ayak banyosu ve tirnak bakimi gibi uygulamalarin
rutin olarak yapilmamasinin etken olabilecegi
disinildi. Mus yoresinde ydritilen bu ¢alismada,
sigirlarda farkl zemin yapilarinin tirnak deformas-
yonlari ve ayak hastaliklari Uzerine etkilerinin
arastirilmasi  amaglandi. Calismada elde edilen
veriler dogrultusunda ahir zeminlerinin yapisal
ozellikleri sigirlarda ayak-tirnak lezyonlarinda rol
oynadigl distintilmektedir.
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Kisirlastirilan Kedilerde Krom Pikolinatin Agirlik Artisi, Morfometrik Olgiimler

ile Kan Lipid ve Leptin Seviyelerine Etkisi**
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Ozet: Calismanin amaci, kisirlastiriimis kedilerde krom pikolinatin (CrPic) morfometrik parametreler, agirlik artisi ile serum
lipit ve leptin seviyeleri lzerine etkisinin belirlenmesidir. Kisirlastirihp, 2 ay adaptasyon siresini takiben g¢alismaya dahil
edilen 32 (22 disi ve 10 erkek) adet, yaslari 1-5 arasinda degisen ve agirlik ortalamasi 3021 + 453 g olan kediler 4 gruba
ayrildi. Kontrol grubu olarak tutulan kediler (Kontrol 1), ginltk enerji gereksinimi (60 kcal ME/kg) hesaplanarak ticari kuru
mama ile beslendi. Ad-libitum beslenen diger gruptaki kedilere sirasiyla CrPic kapsiilden 0 (Kontrol II), 200 ya da 600 ug
Cr/glin, 16 hafta stireyle uygulandi. En fazla agirlik artisinin belirlendigi Kontrol 1I’de, deri kalinhigi, abdominal gevre ve leptin
dizeyinde dusiik oranda bir artis gozlenirken, viicut kitle indeksi (BMI) ve gbgus gevresindeki artis Gnemli bulundu (P<0.05).
CrPic verilen gruplarda ise bu degiskenlerdeki azalma 6nemli degildi. Plazma leptin seviyesi ile viicut agirhg (r = 0.510,
P<0.01) ve aterojenik indeks (Al) arasinda pozitif korelasyon (r = 0.479, P<0.05) belirlenirken, Cr arasinda negatif korelasyon
(r = -0.445, P<0.05) belirlendi. Kontrol Il'de trigliserit (TG), total kolesterol (TC), diisiik dansiteli lipoprotein (LDL), LDL ve
yuksek dansiteli lipoprotein (HDL) orani ve Al degerleri en yiksek seviyede olmakla birlikte, gruplar arasinda fark
gbzlenmedi. Krom ilavesinin de bu parametrelere énemli bir etkisinin olmadigl saptandi. Serum Cr ve total kolesterol
dlzeyleri arasinda negatif iliski belirlendi (r = -0.468, P<0.05). Sonug olarak, kisirlastirildiktan sonra ad-libitum beslenen tim
gruplarda canli agirlik, BMI, deri alti yag doku ve plazma leptin seviyesinde artis belirlenirken, krom ilavesinin bu
parametrelere 6nemli bir etkisinin olmadigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Kedi, Krom, Morfometrik 6lgiim, Leptin, Lipit.

Effects of Chromium Picolinate on Weight Gain, Morphometric Measurements and, Blood Lipid and
Leptin Levels in Gonadectomized Cats

Abstract: The aim of this study was determined to the effects of chromium picolinate (CrPic) on morphometric
measurements, weight gain, and serum lipid and leptin levels in gonadectomized cats. Thirty two (22 female, 10 male),
aged 1-5 years, weighing 3021 + 453 g, were evenly distributed into four groups following a two month adaptation period
after gonadectomy. Cats in one group was kept as control (Control 1) and fed commercial dry cat food at the amount
providing the daily requirements of 60 kcal ME/kg body weight. Cats in the remaining groups fed ad-libitum and
supplemented daily with either 0 (Control 1), 200 or 600 ug Cr/day as CrPic capsules for 16 weeks. The most marked
increase in weight gain was determined in Control Il in which significant increase was observed in chest circumference and
body mass index (BMI) (P<0.05) whereas slightly increased levels were reported in Skinfold thickness, abdominal
circumference and leptin levels. On the other hand, in the CrPic groups (200 and 600 pg/day) the reported decrease in
these variables were not significant. Positive correlations were found between weight gain and plasma leptin (r = 0.510,
P<0.01) and leptin and atherogenik indeks (Al) (r = 0.479, P<0.05) while Cr negatively correlated with leptin (r = -0.445,
P<0.05). Although differences between groups were not significant, the highest values were determined in Control Il
regarding triglycerides (TG), total cholesterol (TC), low density lipoprotein (LDL), LDL to high density lipoprotein (HDL) ratio
and Al. It was determined that chromium supplementation did not have significant effect on these parameters. Negative
relationship was determined between serum Cr and TC (r = -0.468, P<0.05). In conclusion, in all groups ad-libitum feeding
after gonadectomy resulted to increased weight gain, BMI, subcutaneous fat deposition and plasma leptin level. There is no
effect in these parameters of chromium supplementation.

Keywords: Cat, Chromium, Morphometric measurements, Leptin, Lipid.

Giris

Saghk ve vicut fonksiyonlarinda bozulmayla kiicik hayvan hekimliginde karsilasilan beslenme
sonuclanabilen ve viicut yag oraninin artisi olarak bozukluklarinin en yaygin olanidir (Ishioka ve ark.,
tanimlanan obezite (Laflamme, 1997; Muglali 1998), 2002). Kedi ve kopeklerin, hastaliklara neden
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olabilecek diizeyde asiri kilolu kabul edilmelerinin
olgltleri tam olarak belirlenememis olmasina karsin,
irk, cinsiyet ve yasa gore ideal agirhginin %15’inin
Gizerine ¢ikan kediler obez olarak kabul edilir
(Laflamme, 1997; Muglali 1998).

Kedilerde asiri besleme, hareketsizlik ve yaslilik
gibi pekcok faktdor obezitenin gelismesini ve kilo
alma egilimini arttirir (Donoghue ve Scarlett 1998;
Rand ve Martin 2004). Gonadektomi sonrasi da
kedilerde, harcanan enerjinin azalmasi ve gida
tiketiminin artmasi nedeniyle agirhk artisi goraltr
(Fettman ve ark., 1997; Harper ve ark., 2001;
Kanchuk ve ark., 2002; Nguyen ve ark., 2004).
Agirlik artist ve vicut vyapisindaki degisimler
biyokimyasal ve fizyolojik parametere degisikligine
neden olur. Obezitede, adipositlerde trigliserit
diizeyi artmaktadir. Adipositlerde depolanan
trigliserit ~ dlizeyinin  kontrolinde ise c¢esitli
hormonlar ve enzimler rol oynamaktadir. Gonadek-
tomi, gonadal hormonlarin sirkiilasyondaki diizeyini
azalttigindan ya dogrudan ya da vicuttaki yag
depolarinin regilasyonunda uzun doénemde etki
gosteren hormonlar arasinda bulunan insilin ve
leptin’i etkileyerek vicut yag kitlesinin regiilasyo-
nunu bozmaktadir (Kanchuk ve ark., 2002).

Bir obez (ob) gen irini olan leptin baslica yag
doku olmak Uzere ince bagirsak ve pankreasta
sentezlenen ve salgilanan 16 kDa’luk bir proteindir
(Nelson ve Cox, 2000). Cesitli calismalarda, agirlik
artisinin plazma leptin konsantrasyonunu arttirdig
belirtilmistir (Maffei ve ark., 1995; Friedman ve
Halaas, 1998). Kedilerde gonadektomiden sonra
gelisen (Martin ve ark., 2001; Kanchuk ve ark.,
2002), agirhk artisiyla plazma leptin konsantras-
yonunun yikseldigi (Martin ve ark., 2001; Kanchuk
ve ark., 2003; Rand ve Martin, 2004) bildirilmistir.
Saglikh kedilerde yapilan bir baska ¢alismada da
(Shibata ve ark., 2003) plazma leptin dizeylerinin
0.3 ile 29.7 ng/ml arasinda (ortalama 4.5%1.3)
degistigi ve viicut yag orani ile pozitif iliskili oldugu
bildirilmistir. insan ve rodentlerde, kan leptin
konsantrasyonunun viicut yag orani (Maffei ve
ark.,1995) kopeklerde canli agirlik, viicut kitle
indeksi ve viicut yag orani arasinda bir korelasyon
oldugu saptanmistir (Shibata ve ark., 2005). Kan
leptin konsantrasyonunun belirlenmesiyle yag doku
oraninin dogru ve givenilir bir sekilde olgilebildigi
bildirilmistir (Ishioka ve ark., 2002; Shibata ve ark.,
2003).

Trivalent krom (Cr¥) insan ve hayvanlarda
beslenme acisindan esansiyel iz mineral olarak
kabul edilir (Mertz, 1993; WHO, 1996; Anderson,
1998). Krom, instlinin etkisini artirarak
karbonhidrat metabolizmasinda vyer aldigi gibi
protein ve lipit metabolizmalarinin diizenlenme-
sinde de rol oynar (WHO, 1996). Cesitli hayvanlar
lizerinde yapilan calismalar (WHO, 1996; Anderson,

1998) kromun blylime, lGreme ve immun sistem
Uzerinde vararl etkilerini géstermistir.  Cr3un
vicut yapisinda faydali etkisi olmadigini belirten
¢alismalarin aksine (Amato ve ark., 2000; Lukaski ve
ark., 2007), hayvanlar (zerinde vyapilan baz
calhismalar, kromun yag dokuyu azalttigi ve kas
dokuyu arttirdig1 bildirilmistir (Boleman ve ark.,
1995; Hasten ve ark., 1997; Uyanik, 2001; Sun ve
ark.,, 2003). Bu nedenle kromun biyolojik
fonksiyonlar Uzerindeki etkisini arastiran calisma-
larin yapilmasina hala ihtiyag¢ vardir. Bu galismada,
gonadektomize edilen ve ad-libitum beslenen kedi-
lerde agirhk kazancinin kontrold, deri kalinhgi, gogus
cevresi gibi morfometrik parametreler ile serum
lipit ve leptin dizeylerine krom pikonatin etkisinin
belirlenmesi amaclandi.

Materyal ve Metot

Bu calismaya, yaslari 1-5 arasinda degisen,
ortalama 3021 + 453 g canli agirlikta, melez, 22 disi
ve 10 erkek olmak lizere toplam 32 kedi dahil edildi.
Calisma sirasinda Kontrol I'deki kedilerden biri
calisma disi kaldigindan ¢alismaya 31 kedi ile devam
edildi.

Kedilerin  klinik muayeneleri yapilarak ig
parazitlere karsi piperazin (Siropar srp. Adeka®) ile
0.5 g niclozamid (Yomesan tablet. Bayer®)
verildikten sonra calismaya dahil edilen kediler,
kuduz (Rabisin, VetPet®) ve diger bulasici
hastaliklara (Feline Rhinotrachitis, Panleucopenia,
Calici viris) (Rhinopan, Biocar®) karsi asilandi.
Kediler denemeye alinmadan once kisirlastirildi
(Fossum, 1997).

Kediler tamamen iyilestikten sonra Erciyes
Universitesi  Veteriner  Fakiiltesinde  bulunan
barinakta 90x60x60 cm boyutlarindaki kafeslere
yerlestirilerek, ortama ve mamaya alismalarini
saglamak amaciyla herhangi bir uygulama
yapilmadan iki ay beslendi. Calisma siresince
hayvanlarin  barindinldigi  Unitede aydinlatma
normal gin 1sigl ile saglandi, ortam sicakhginin
ortalama 20-22 °C’'de tutulabilmesi icin gerektiginde
termostat kontrolli elektrikli isiticilardan
yararlanildi. Hayvanlarin suluklarinda sirekli temiz
su bulunduruldu. Adaptasyon siresini takiben,
arastirmaya baslanmadan o6nce, kedilerin tekrar
klinik muayeneleri yapilarak genel durumu, beden
Isisl, solunum sayisi, nabiz sayisi kontrol edildi.
Deneme basinda kedilerin agirlklari belirlenip
gruplarin agirlik ortalamalarinin esit olmasi saglana-
rak, her grupta 8’er hayvan olacak sekilde 4 gruba
ayrildi. Tim gruplardaki kediler, 4500 kcal/kg
metabolize edilebilir enerji (ME) iceren ticari kuru
kedi mamasi (Tablo 1) ile beslendi.

Birinci gruptaki kediler tim arastirma siresince
saglikh kontrol (Kontrol 1) olarak tutuldu ve bu
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gruptaki kedilere gilinliik besin madde ihtiyacini (60-
88 kcal/kg wvicut agirhg) (Muglah, 1998)
karsilayacak diizeyde (60 kcal/kg viicut agirhigr ME)
mama tartilarak bireysel yemliklere verildi. ikinci
gruptaki kediler de Kontrol (Kontrol Il) olarak
tutuldu ve arastirma siiresince bu gruptaki kedilere
mama ad-libitum verildi. Bu gruptaki kediler, agirhk
artisi kontroll olarak tutulduklarindan, deneme basi
agirhgina gore %20 agirhik artisi 6lglt olarak alindi.

Tablo 1. Calismada kullanilan mamanin kimyasal bilegimi

Kedilerdeki agirhk artisi %20'yi gectiginde bu
gruptaki hayvanlar fazla kilolu olarak kabul edildi.
Ugiincli gruptaki kediler ad-libitum beslendi ve bu
gruptaki kedilere CrPic formunda glinde 200 ug Cr
(200 pg Cr iceren 1 tablet, Solgar Enst., USA) 16
hafta oral yolla verildi. Dérdiinct gruptaki kediler
ad-libitum beslendi; bu gruptaki kedilere CrPic
formunda gliinde 600 pg Cr (200 pg Cr iceren 3
tablet, Solgar Enst., USA) 16 hafta oral yolla verildi.

Kimyasal analiz degerleri % Etiket bilgileri %
Kuru madde 96.20 Kuru madde, en fazla 90.00
Ham protein 32.80 Ham protein, en az 33.00
Ham yag 23.10 Ham yag, en az 22.00
Ham kal 6.70 Ham kdl, en fazla 8.00
Ham selliloz 3.45 Ham seliiloz, en fazla 3.00
ME (kcal/kg) 4500

Tablo 2. Kedilerde krom pikolinatin agirlik, deri kivrim kalinhgi, g6gUs ve bel gevresi, BMI ve plazma leptin dizeyine etkisi

Krom (ug/giin)

Kontrol (1) Kontrol (l1) 200 600 P

Parametre
n:7 n: 8 n:8

Agirlik (g)
Deneme basl 2847 £ 119 3226 £ 150 3137+ 206 2855+ 134 -
Deneme sonu 3234 +127 4199 + 308 3853 +270 3620+ 204 0.067
Agirlik artisi (g) 387+171 973+ 193 715+ 162 765 + 152 -
Agirlik artisi (%) 14.65 £6.48 29.52 £5.06 23.21+5.20 27.10+£5.20 -
Deri kivrim kalinhgi (mm)
Deneme basi 2.29+£0.37 2.72+0.43 2.38+£0.17 2.18£0.28 -
Deneme sonu 2.74+0.29 3.69+0.38 2.86+0.38 2.88+0.40 -
Go6gus cevresi (cm)
Deneme basl 26.43 +1.32 30.56+1.24 29.50+£0.90 29.13+1.13 -
Deneme sonu 28.86 £ 0.51° 33.63 £ 1.362 31.25+1.10% 30.71£0.472b 0.019
Karin gevresi (cm)
Deneme basi 27.57£1.82 32.44 £1.46 29.56 £1.49 28.25+1.32 -
Deneme sonu 30.28 £ 0.99 35.75+1.94 33.88 £2.08 33.71+1.54 -
Leptin (ng/ml)
Deneme basl 3.05+0.39 2.42+0.48 2.34+0.27 3.40+0.74 -
Deneme sonu 4.05+0.69 6.15+0.72 5.49+1.08 4.24 +0.84 -
BMI (kg/m?)
Deneme sonu 23.40 +0.95P 28.80+1.192 27.11+1.102 26.30 + 1.512b 0.030

-: dnemsiz ; BMI: Vicut kitle indeksi, kg/m?

ab; Ayni satirda farkh harf tasiyan degerler arasindaki fark dnemlidir.

Morfometrik  Olgiimler:  Deneme  siiresince
hayvanlarin iki haftada bir canli agirliklar 6l¢tldi ve
ad-libitum beslenen ancak Cr verilmeyen kontrol
grubunda canh agirhk artisi, deneme baslangici
agirhgina goére, %20'nin  lzerine ¢iktiginda
hedeflenen canhl agirhk artisinin saglandigi kabul
edildi. Calismanin basinda ve sonunda toraka-
lumbal (g6gus-karin cevresi) genislikleri ve her iki
skapulanin  hemen altindan deri kalinliklari
kumpasla o6lclldli. Deneme sonunda Appleton ve
ark. (2001) tarafindan kediler icin bildirilen formul
[BMI= Canh agirhk (kg)/[Vucut uzunlugu (m) x
ylkseklik (m)] ile vicut kitle indeksi (BMI)

hesaplandi. Viicut uzunlugu ve yiksekligi Elliott ve
ark. (2002)’nin bildirdikleri sekilde 6l¢tlda.

Serum ve Plazmalarin Muhafazasi: Deneme basi ve
sonunda kedilerin V. jugularis’lerinden serum
biyokimyasal parametreleri icin 5 ml
antikoagulantsiz ve leptin analizleri icin 5 ml
K3EDTA'lI tiiplere alinan kan ornekleri hemen buz
icerisine konuldu ve laboratuarda plazmalari ayrildi.
Kazanilan plazmalar analizler gergeklestirilinceye
kadar -80°C’'de muhafaza edildi.

Serum Analizleri ve indeks Hesaplamalari: Serum
orneklerinin trigliserit (TG), total kolesterol (TC) ve
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yiksek dansiteli lipoprotein (HDL) duzeyleri
spektrofotometrik yontemle c¢alisan ticari kitler
(IBL®°, Japonya) kullanilarak, Shimatzu UV 1208
model spektrofotometre ile belirlendi. Plazma leptin
dizeyi multispecies leptin kiti (Linco Research) ile
saptandi. Serum LDL dizeyi Friedewald formuliu
[LDL=TC-(HDL+TG/5)] kullanilarak ~ hesaplandi.
Ayrica, HDL/TC, LDL/HDL (Randal ve Gibson, 1988)
ve atherogenik indeks [Al=(TC-HDL)/(HDL)] (Bolkent
ve ark., 2006) hesaplama yoluyla belirlendi.

Krom  Analizleri: Serum  Cr  dlzeylerinin
belirlenmesinde, matriks modifier olarak Triton X-
100 kullanildi. Serumlar 1:1 oraninda %0.1 triton X-
100 ile karnistirildi. Kedi mamasi Cr dizeyleri ise
killendirilip nitrik asit dijesyonu yapilarak grafit
firnli (GTA-110) Atomik Absorbsiyon Spektrofoto-
metre (Varian AA 880) ile belirlendi.

Kedi Mamasinin Besin Madde Analizleri: Kedi
mamasinin besin madde igerigi (ham protein, ham
selliloz, ham yag, kul, kuru madde) AOAC (1984)
tarafindan bildirilen metoda gore belirlendi.

Verilerin Degerlendirilmesi: Elde edilen verilerin
istatistiki analizi Microsoft icin SPSS 10.0 paket
programi ile yapildi. Gruplar arasindaki farkin 6nem
kontroli tek yonlG varyans analizi (ANOVA) ile
belirlendi. Gruplar arasindaki fark onemli bulun-
dugunda Duncan’s Multiple range test yapilarak
farkin hangi gruptan kaynaklandigi belirlendi.
Deneme oOncesi ve deneme sonrasi verilerin
karsilastiriimasinda tekrarli Olgiimler icin General
Linear Model (GLM) kullanildi. Kan leptin, Cr dizeyi
ve BM, deri kivrim kalinhgi, goglis ve bel gevresi ve
ayrica oOlglilen biyokimyasal parametreler arasinda
korelasyon olup olmadigl Pearson regresyon analizi
ile belirlendi. Veriler, ortalama =+ standart hata
olarak verildi.

Bulgular
Kedilerde Krom Pikolinatin Morfometrik Olgiimler

ve Plazma Leptin Diizeyine Etkisi: Deneme
sonunda, Kontrol Il'de gogiis cevresi ve BMI 6nemli

Tablo 3. Krom pikolinatin kedilerde serum lipit diizeylerine etkisi

(P<0.05) oranda yuiksek bulundu. Ayrica, Kontrol I ile
kiyaslandiginda, agirhk artisi (P=0.067), deri kivrim
kalinligr (P>0.05), karin gevresi (P>0.05) ve leptin
diizeyi (P>0.05) yoninden de en yiksek degerler
Kontrol II'de belirlendi. Krom verilen gruplarda ise
degerlendirilen parametreler Kontrol II' ye gore
azaldi fakat fark énemli bulunmadi (Tablo 2). Canh
agirhk artisi ile deri kalinligi (r = 0.680, P<0.001),
gogls cevresi (r = 0.666, P<0.001) karin cevresi (r =
0.754, P<0.001), BMI (r = 0.760, P<0.001) ve plazma
leptin diizeyi (r = 0.510, P<0.01) arasinda pozitif
korelasyonlar belirlendi. Ayrica, deri kalinhg ile
gbgls cevresi (r = 0.501, P<0.01), karin gevresi (r =
0.495, P<0.05) ve trigliserit (r = 0.391, P<0.05)
arasinda pozitif korelasyon saptandi. Goglis gevresi
ile Al (r = 0.424, P<0.05) ve karin gevresi ile trigliserit
(r = 0.382, P<0.05) pozitif iliskili bulundu. Plazma
leptin dizeyi ile Cr dizeyi (r = - 0.445, P<0.05) ve
HDL/TC (r = - 0.414, P<0.05) arasinda negatif bir
iliski saptanirken leptin dizeyi ile trigliserit (r =
0.521, P<0.01), total kolesterol (r = 0.392, P<0.05)
ve Al (r = 0.479, P<0.05) arasinda pozitif korelasyon-
lar belirlendi.

Kedilerde Krom Pikolinatin Serum Lipit Diizeylerine
Etkisi: Serum lipit parametreleri yoniinden gruplar
arasinda 6nemli bir fark saptanmadi. Ancak, Kontrol
| ile kiyaslandiginda Kontrol Il grubunda trigliserit,
total kolesterol, LDL diizeylerinin, LDL/HDL orani ve
Al degerlerinin rakamsal olarak daha yuksek ve
HDL/TC oraninin ise daha dusuk oldugu belirlendi.
Krom verilen gruplarda trigliserit, total kolesterol ve
LDL duzeyleri, Al ve LDL/HDL oraninin Kontrol | ve
Kontrol Il gruplarindaki degerlerden distk oldugu
belirlendi (Tablo 3). Total kolesterol diizeyi ile Al
arasinda yuksek bir iliski bulundu (r = 0.906,
P<0.001). Leptin ile trigliserit diizeyi (r = 0.521
P<0.01) ve Al (r = 0.479, P<0.05) arasinda pozitif,
leptin ile HDL/TC arasinda ise negatif (r = - 0.417,
P<0.05) korelasyonlar saptandi. Krom ile trigliserit
ve Al arasinda istatistiki 6neme ulasmayan, fakat Cr
ile total kolesterol arasinda ise 6nemli (r = - 0.468,
P<0.05) negatif iliskiler oldugu saptanmistir.

Krom (ug/giin)

Parametre Kontrol (I) n: 7 Kontrol (Il) n: 8 200 n: 8 600 n: 8 P
TG (mg/dl) 37.68+7.22 50.06 + 18.58 27.31+1.74 33.25+7.56 -
TC (mg/dl) 129.69 +8.99 136.53 £+ 8.48 112.53 +£7.87 122.69 £ 11.94 -
HDL (mg/dl) 80.49 + 1.96 77.16 £ 2.07 72.54 + 2.66 81.49+3.25 -
LDL (mg/dl) 40.71+10.38 49.36 +6.88 32.64+7.54 35.49+9.74 -
LDL/HDL 0.50+0.12 0.64 £ 0.08 0.45 +0.09 0.42+0.10 -
HDL/TC 0.64 £ 0.04 0.58 £0.03 0.67 £0.04 0.69 £ 0.06 -
Al 0.60+0.11 0.77 £0.09 0.52+0.10 0.50+0.11 -
-: 6nemsiz
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Tartisma ve Sonug

Kedi ve kopeklerin, hastaliklara neden
olabilecek diizeyde asin kilolu kabul edilmelerinin
oOlgitleri tam olarak belirlenememis olmasina karsin,
optimum agirligin %15’inin Uzerine ¢ikmasi duru-
munda kedi ve képeklerin obez olarak kabul edildigi
bildirilmistir (Muglah, 1998). Deneme sonunda, ad-
libitum beslenen kontrol grubunda (Kontrol 1),
agirhk artisi deneme basina gore % 20'yi gectiginde,
bu gruptaki kediler fazla kilolu olarak degerlendirildi
(Laflamme, 1997). Ad-libitum beslenen CrPic grup-
larinda agirhk artisi Kontrol II’den diisik olsa da,
farkhhgin 6nemli olmamasi, insanlarda (Lukaski ve
ark., 2007), domuzlarda (Page ve ark., 1993) ve
koyunlarda (Uyanik, 2001) Cr’un canh agirlik artisini
etkilemedigini  bildiren arastiricilarin  bulgularini
desteklemektedir.

Kilo almaya bagh olarak ozellikle abdominal
bolgede ve deri altinda yag doku artisi sekillen-
diginden (Laflamme, 1997), bu ¢alismada, istatistiki
onemde olmamasina karsin en yiiksek deri kivrim
kalinlig1 ile karin cevresi degerleri Kontrol 1l de
belirlendi. Bir obez (ob) gen (rlini olan ve baslica
sentez yeri yag doku olan (Nelson ve Cox, 2000) ve
yag doku oraninin dogru ve glivenilir bir gostergesi
oldugu bildirilen (Shibata ve ark., 2003) leptin
diizeyinde de en yilksek deger Kontrol Il grubunda
saptandi. Ad-libitum beslenen kontrol grubunda
(Kontrol 1), Kontrol I'e gore goglis ¢evresi ve BMI
degerinin 6nemli diizeyde, deri kivrim kalnhklarinin
ve leptin dizeylerinin de rakamsal olarak yiksek
olmasi viicut yag oraninin artmasina baglanabilir. Bu
calismada, en yilksek leptin diizeyinin en fazla
agirhk artisi goriilen Kontrol Il grubunda saptanmasi
ve agirlik artisi, BMI ile deri kivrim kalinligi arasinda
pozitif korelasyon bulunmasi; kan leptin konsantras-
yonu ile viicut yag orani arasinda bir korelasyon
oldugu (Martin ve ark., 2001), leptin konsantrasyo-
nunun obezitede arttigi (Maffei ve ark.,1995) ve
agirhk artisinin plazma leptin dizeyini arttirdigini
bildiren (Friedman ve Halaas, 1998; Kanchuk ve ark.,
2003) calismalari desteklemektedir. Benzer sekilde,
Apletton ve ark. (2000) kedilerde agirlik artisi ile
plazma leptin dizeyinde (li¢ kat artis oldugunu,
agirhk artisindan 6nce ortalama 7.88%4.02 ng/ml
olan leptin dizeyinin 24.5+12.1 ng/ml’ye yukseldi-
gini bildirmislerdir.

Ratlarda vyapilan c¢alismalarda, Cr'un leptin
diizeyini duslrdagi (Sun ve ark., 2000) ve bébrek-
testis ¢evresi yag oranini azalttig, yagsiz vicut
kitlesini artirdigi bildirilmistir (Sun ve ark., 2003).
Zha ve ark. (2007)'da, ratlarda 150, 300, 450 ve 600
ppb dizeylerinde nanopartikil formunda Cr'un yag
oranini azalttigini, 300 ve 450 ppb dizeylerinin ise
yagsiz vicut kitlesini arttirdigini belirlemislerdir. Bu
calismada da, Cr verilen gruplarda goglis cevresi

degeri ve BMI’'deki gerilemenin yaninda, istatistiki
onemde olmasa da, leptin dizeyinde gorilen
azalma, insanlarda ve hayvanlarda Cr’un kas kitlesini
arttirarak ve/veya etkilemeyerek vyag oranini
azaltuigini bildiren bazi ¢alismalari (Boleman ve ark.,
1995; Hasten ve ark., 1997; Amato ve ark., 2000;
Uyanik, 2001; Sun ve ark., 2003; Lien ve ark., 2007;
Zha ve ark. 2007) desteklemektedir. Sunulan
calismada, plazma leptin diizeyi ile krom arasindaki
negatif iliskinin yani sira leptin ile trigliserit
arasindaki pozitif iliski de yag oraninin azaldigini
dogrulamaktadir. Bu ¢alismada viicut yag oraninda
meydana gelen azalma, CrPic'in preadiposit
proliferasyonu ve differensiyasyonunu baskilamasi
sonucu adiposit sayisinin azalmasinin  yaninda
lipogenez ile iliskili enzimlerin aktivitesinin baskila-
masl sonucunda trigliserit sentezinin aksamasina
(Lien ve ark., 2007) bagh olarak depo yaglarin
azalmasindan ileri gelebilir.

Yag icerigi yuksek besi danasi ve rat
rasyonlarina eklenen Cr'un trigliserit dizeylerini
disurdigli belirlenmistir (Besong ve ark., 2001;
Striffler ve ark., 1998). Koyunlarda ise krom ile
serum trigliserit diizeyi dlismus; total kolesterol ve
LDL dizeyi etkilenmezken, HDL-kolesterol diizeyi
yukselmistir (Uyanik, 2001). Bu ¢alismada, istatistiki
onemde olmasa da Kontrol II'de trigliserit, LDL ve TC
diizeylerinde meydana gelen yiikselmenin yani sira
HDL/TC oranindaki diisme ve Al oranindaki artisin
BMI'deki artisla uyumlu olmasi kilo artisina bagl
olarak serum lipit parametrelerinde degisikliklerin
olusabilecegini bildiren ¢alismalari desteklemektedir
(Mennen,1998; Sunvold,1998). Matthews ve ark.
(2001) domuzlarda, CrPic ve krom propionatin total
kolesterol dlizeylerini ve HDL/TC oranini etkileme-
digini bildirmislerdir. Bu ¢alismada da, total
kolesterol ve LDL dzeyleri, Al, LDL/HDL ve HDL/TC
oranlari bakimindan gruplar arasinda 6nemli bir fark
belirlenmezken, Cr ile total kolesterol arasinda
kuvvetli bir negatif iliskinin oldugu tespit edildi.

Sonug olarak, kedilerde gonadektomi sonrasi,
asirt besleme ve hareketsizligin agirlik artisina yol
actigl, BMI ile deri alti yag doku ve leptin diizeyini
arttirdigt  ancak; krom ilavelerinin incelenen
parametrelere etkisinin zayif oldugu belirlendi.
Gelecekte degisik Cr bilesiklerinin farkli diizeylerinin
uygulandigi, uzun siireli karsilastirmal g¢alismalarin
yapilmasinin yararl olabilecegi kanaatine varildi.
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Abstract: This study investigated the prevalence of Listeria monocytogenes in fried fish, processing slab and tool in Kwara
state, Nigeria. A total of 2400 fish samples, 800 slabs and 800 tool samples were collected aseptically using stratified
sampling methods for L. monocytogenes analysis. The samples were cultured for L. monocytogenes using PALCAM and
fraser selective agar and supplements. The isolates were characterized using both biochemical and molecular methods. The
data obtained were subjected to descriptive statistics and chi-square test, P=0.05. The results have showed that 528 (22%),
313 (39.13%) and 195 (24.38%) of the fried fish, slab and tool samples are positive for L. monocytogenes respectively.
Molecular characterization using PCR has shown that 25.87% of biochemically characterized isolates are identified as L.
monocytogenes. Listeria monocyogenes was identified in fried fish (12.88%), slab (36.41%) and tool (26.41%) samples.
There was a significant difference between the occurrence of L. monocytogenes in fish, slab and tools. Fried fish, processing
slab and tools were heavily contaminated with L. monocytogenes. Processing slab and tools were identified to be
predisposing factors, and therefore calls for attentions.

Keywords: Listeria Monocytogenes, Infection, Prevalence, Fried fish.

Nijerya’nin Kwara Eyaletinde Tiiketime Sunulan Kizartilmis Baliklar ile Kullanilan isleme

Levhasi ve Aletlerde Listeria monocytogenes Varliginin Belirlenmesi

Ozet: Bu calismada Nijerya’nin Kwara eyaletinde kizartilmis balik, isleme levhasi ve aletlerde Listeria monocytogenes
prevalansi arastirilmistir. L. monocytogenes analizleri icin tabakali 6rnekleme yontemi kullanilarak aseptik olarak toplam
2400 balik 8rnegi, 800 plaka ve 800 alet numunesi toplandi. Ornekler L. monocytogenes igin PALCAM ve fraser selektif agar
ve takviyeleri kullanilarak kiltiire edildi. Izolatlar hem biyokimyasal hem de polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile molekiler
yontemlerle karakterize edildi. Elde edilen veriler tanimlayici istatistik ve ki-kare testi ile analiz edildi. Sonuglar, kizarmis
balik isleme levhasi ve alet 6rneklerinden sirasiyla 528 (%22), 313 (%39.13) ve 195’inin (%24.38) L. monocytogenes agisindan
pozitif oldugunu géstermistir. Orneklerin PCR islemi ile molekiiler karakterizasyonunda, biyokimyasal olarak karakterize
edilmis izolatlarin %25.87'sinin L. monocytogenes oldugu tespit edilmistir. Kizarmis balik (%12.88), isleme levhasi (%36.41)
ve aletlerden (%26.41)elde edilen izolatlarin L. monocyogenes oldugu belirlenmistir. L. monocytogenes sikhigi agisindan
kizarmis balik, isleme levhasi ve aletler arasindaki fark énemli bulunmustur. Sonug¢ olarak, Nijerya’nin llorin sehrinde
incelenen kizarmis balik, isleme levhasi ve alet 6rneklerinin yiksek diizeyde L. monocytogenes ile kontamine oldugu tespit
edilmistir. isleme levhalari ve aletleri predispozan faktdrler oldugundan énem tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Listeria monocytogenes, Enfeksiyon, Prevalans, Kizartilmis balik.

Introduction

Fish is highly nutritious and serves as major
animal source of protein in developing countries
like Nigeria. Fish is consumed in different forms
such as fresh, smoked, fried or boiled. Fried fish also
known as “ejadindin” is the most consumed
processed fish in Nigeria. More so, fried fish is sold
at lower price (as low as 5 naira equivalent to
$0.025) thereby accessible and affordable by many
individuals. However, less attention is given to the
quality and safety of the fried fish.

Listeria  monocytogenes is a gram positive
bacterium that can be found in a variety of foods
and has ability to grow at the refrigerator
temperature. It causes septicemia, central nervous
system infection, intra-uterine infection, and
meningitis in adults while new born babies and
fetuses suffer from severe systemic infection
(Hakim et al., 2015). Pregnant women infected with
L. monocytogenes also show symptoms resembling
to those of a mild influenza-like illness. Listeriosis
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has been reported to be accounted for a mortality
rate of about 20% to 50% (Acha and Szyfres, 2003;
Chukwu, 2007; Rychli et al., 2014). During a
listeriosis outbreak in 1985 in California State of
United States of America, 52 deaths were reported
by federal database (Eruteya et al., 2014). Between
1998 and 1999, at minimum, 14 people had been
reported to have lost their life as a result of
listeriosis outbreak from eating hot dogs in United
States of America. In any case, about 13 people in
eight states in United States of America have died
from eating cantaloupe contaminated with Listeria
spp. Miettinen (2006) reported that at least one out
of six Americans is infected with Listeria spp. as a
result of consumption of contaminated food on
yearly bases. Listeria is accounted for about 500
death every year (Miettinen, 2006; Alvarez-Ordéfiez
et al., 2015). Almost all cases of human listeriosis
are due to L. monocytogenes infection while
infections due to Listeria ivanovii and Listeria
seeligeri have also been described (Seeliger and
Jones, 1986; leren et al, 2013). |Listeria
monocytogenes is psychrotrophic and halotolerant
(de Simon et al., 1992). It can survive or even grow
at pH values as low as 4.4 and at salt concentrations
of up to 14%. As a consequence, it has been
isolated from a variety of sources, including fish and
fishery products (Els et al., 2004; Gudmundsdottir
et al., 2005; Karunasagar and Karunasagar, 2000;
Nakamura et al., 2004; Katzav et al., 2004; Tocmo et
al., 2014). Considerable contamination occurs
during evisceration, fish handling and packing as a
result of inadequate hygiene (Shen et al., 2013).

The U.S. Food and Drug Administration (FDA)
maintains a zero tolerance policy (FDA and FSIS,
2003; Kamat and Nair, 1993) while EU legislation
(no. 2073/2005) imposes a zero-tolerance policy in
respect to certain foods destined for high-risk
consumer groups and otherwise limits these
bacteria to below 100 CFU/g (Jami et al., 2014).
However, there is no report of outbreak in Nigeria
yet but the listeriosis cases might have been
unreported due to low level of awareness,
education and health care facilities available in the
country. Therefore, we aimed, in this study, to
investigate the presence and prevalence of Listeria
species in fried fish, processing slab and tool in
Kwara state, Nigeria.

Material and methods

Study area and sample collection: The study was
carried out in Kwara State located in the North-
central geopolitical zone of Nigeria. The state has
sixteen (16) local government areas (LGAs) (KWSG,
2015). Fifty fried fish sellers were selected using
stratified methods as described by Fagbenro and

Adebayo (2005). A total of 2400 fish samples
consisting of 150 samples from 50 fried fish
processors/sellers in each LGA as well as 800 slab
and 800 tools samples were collected for the
analysis (Swetha et al., 2012). Fish samples were
collected in sterile bottles; swab and tools samples
were collected by swabbing using swab stick and
transported to the Department of Veterinary
Microbiology and Parasitology, University of llorin
for bacteriological study.

Isolation of Listeria species: For pre-enrichment
one gram of tissue samples obtained from fried fish
samples were incubated at 37 °C for 24 hours in
universal bottles containing 9 ml of sterile half-
Fraser broth and fraser supplement (Oxoid products
SR0156). From the pre-enrichment culture media
about 0.1 ml was transferred into 10ml of full
strength Fraser broth with fraser supplements and
was incubated at 37 °C for 24-48 hrs (secondary
enrichment) (Rocourt et al., 2001). The culture
media were then streaked on PALCAM prepared
plates by using a wire loop and incubated at 37°C
for 48 hrs. The wire loops were sterilized on spirit
lamp for 60 seconds before usage. The plates with a
black sunken centre and a black halo on a cherry-
red background, following aesculin hydrolysis and
mannitol fermentation were suspected to be
colonies of listeria species and selected for further
identification tests as adopted by (Eruteya et al.,
2014). The suspected colonies were sub-cultured on
PALCAM agar (Oxoid product CMO0877) and
incubated for 24-48 hours to obtain pure colonies.

Macroscopic examination of culture plates: The
presumptive identification of Listeria species were
based on the cultural and evidence of aesculin
hydrolysis or black-halo formation on PALCAM
plates The suspected organisms were stored on
glycerol slant and backup with slant of PALCAM,
stored in a freezer and refrigerator respectively
until use. Further test were carried out. The tests
are: Gram stain reaction, Beta-haemolysis, catalase
reaction, motility at room temperature, sugar or
carbohydrate fermentation (Rhamnose, Xylose,
Lactose, Fructose and Manitol).

DNA extraction: The Listeria species (isolates) were
suspended in 1.5 ml of enriched fraser broths was
grown on a shaker for 48 hours at 48 °C and
pelleted by centrifugation at 6000 rpm (4600x g) for
5 min. The pellets were re-suspended in 520 ul of
TE buffer (10 mMTris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0).
Fifteen microliters of 20% SDS and 3 ul of
Proteinase K (20 mg/ml) were added. The mixture
was incubated for 1 hour at 37 °C, then 100 pul of 5
M NaCl and 80 plL of a 10% CTAB solution in 0.7 M
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NaCl were added and mixed. The suspension was
incubated for 10 min at 65 °C and kept on ice for 15
min. An equal volume of chloroform: isoamyl
alcohol (24:1) was added, followed by incubation on
ice for 5 min and centrifugation at 7200 x g for 20
min. The aqueous phase was transferred to a new
tube, isopropanol (1:0.6) was added and DNA was
precipitated at -20 °C for 16 h. DNA was collected
by centrifugation at 7200 x g for 10 min, washed
with 500 pl of 70% ethanol, air-dried at room
temperature for approximately three hours and
finally dissolved in 50 pl of TE buffer.

Polymerase Chain Reaction (PCR): PCR reaction mix
consisted of 2.5 ul of 5x GoTaqggreen reaction
buffer, 0.75 pl of MgCl2, 0.25 pl of 10 mM of dNTPs
mix, 0.25 ul of 10 pmol each of forward and
backwards haemolysis primer with forward primer
=hlyA-F (target gene = hly; length = 24; primer
sequence = 5'GCAGTTGCAAGCGCTTGGAGTGAA3
and amplification product = 456) and reverse
primer=hlyA-R (target gene = hly; length = 24;
primer sequence =
5'GCAACGTATCCTCCAGAGTGATCG 3 and
amplification product = 456) and 0.06 ul of Tag DNA
polymerase (8000U) (Promega, USA) made up to
10.5 ul with sterile distilled water then 2 pl DNA
template. PCR carried out in a GeneAmp 9700 PCR
System Thermalcycler (Applied Biosystem Inc.,
USA) as described by Swetha et al. (2012). The
cycling condition for hlyA primer on a PCR profile
were : initial denaturation 95 °C for 5 min, 35 cycles;
final denaturation 94°C for 60 s; annealing 61 °C for
45 s and 72 °C for 60 s; a final extension at 72 °C for
7 mins and held chill at 4 °C (Swetha et al., 2012).

Integrity: The integrity of the amplified band for
haemolysis gene fragment was checked on a 1.5%
Agarose gel ran at 110V for about 1 hour to confirm
amplification. Picture was taken under gel
electrophoresis indicating amplification using
haemolysis specific primer.

Statistical analysis: The data obtained from the
experiment were subjected to descriptive statistics.
The prevalence was compared using Chi-square test
with the aid of SPSS statistical package version 20.

Results

Figure 1 shows the black sunken centre and a
black halo on a cherry-red background, following
aesculin hydrolysis and mannitol fermentation of a
typical listeria characteristics. Table 1 shows the
result of the fried fish, working slab and tools
samples examined for L. monocytogenes. Out of
2400 fried fish, 800 working slab and 800 tools
examined, 528 (22%), 313 (39.13%) and 195
(24.38%) were positive for L. monocytogenes
respectively. About 25.90% of the total samples
examined were infected with L. monocytogenes.

Figure 1. Colony mbrphology of Listeria in PALCAM agar

Mk 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figure 2. PCR gel of L. monocytogenes using hlyA primer
Where: Lanes 4, 6 and 10 = positive amplified lanes for L.
Monocytogenes Other lanes= non-amplified lanes.

Table 1. Occurrence of L. monocytogenes biochemically characterized from fried fish, working slab and tools in Kwara

state

Samples No. examined Positive Percentage Intensity
Fish 2400 528 22.00 0.22
Slab 800 313 39.13 0.39
Tool 800 195 24.38 0.24
Total 4000 1036 25.90 0.26
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The biochemically characterized isolates
(n=1036) were further subjected to molecular
characterization using PCR. About 25.87% were
identified to be positive for L. monocytogenes. From
fried fish samples, out of 528 isolates, 68 (12.88%)
were confirmed. In working slab and tool 313 and

195 isolates were investigated molecularly and
shown 129 (36.41%) and 71 (26.41%) to be L.
monocyogenes. The intensity of infection was
highest in slab (0.41) and lowest in fish (0.13) (Table
2).

Table 2. Molecular characterization of L. monocytogenes targeted at haemolyses gene (hlyA)

Sample No. L. spp. (%) L. monocytogenes (%) Intensity P-value
Fish 528 (22.00)z 68 (12.88) 0.13 0.000
Slab 313 (39.13)° 129 (41.21) 0.41
Tool 195 (24.38) 71 (36.41)c 0.36
Total 1036 (25.90) 268 (25.87) 0.27

Different superscripts in the same column refer to statistically significant (P<0.05) in prevalence

Discussion

One of the characteristics of L. monocytogenes
is that it is ubiquitous in nature which means it is
capable of surviving in various environmental
conditions including refrigerated temperatures that
kill  several other bacteria. Presence of L
monocytogenes in fried fish in this study was in
accordance with the fact that it has ability to
survive in processing rooms/equipments even
under many cleaning processes as reported by
Loncarevic et al. (1996) and Jgrgensen and Huss
(1998). The percentage of L. monocytogenes
recorded in fish samples in this study was similar to
10% by Dauphin et al. (2001), 18% Gudbj6érnsdottir
et al. (2004), 8% by Swetha et al. (2012), 13.33%
Adeshina and Adewale (2015) and 17% by
Ajaiyeoba et al. (2015) but lower than 100%
reported by Autio et al. (1999), 22% by Johansson et
al. (1999), 47% by Fonnesbech-Vogel et al. (2001),
25% by Salihu et al. (2008) and Amusan (2015).
Furthermore, the findings of the present study were
higher than the 1% recorded by Thimothe et al.
(2004), 4% by Gudmundsdottir et al. (2005) and
1.29% by Eruteya et al. (2014). The bacterium ability
to persist in the processed food makes it a
psycrotrophic pathogenic bacterium.

Listeria monocytogenes is heavily present in
the processing tools (slab and cutleries) based on
observation in this study. The result is in agreement
with the findings of Cetinkaya et al. (2014) who
reported 30% and 32% by Alvarez-Ordoriez et al.
(2015) but lower than 71% recorded by Eklund et al.
(1995) and 88% recorded by leren et al. (2013).
More so, the result were higher than 15% reported
by Johansson et al. (1999), 17% by Fonnesbech-
Vogel et al. (2001), 1% by Hoffman et al. (2003) and
3% by Pusztahelyi et al. (2016). The differences in
the values might be attributed the management
practices such as cleaning. The higher value in this
study further suggest that the level of hygiene of

the handlers since the L. monocytogenes is an
ubiquitous which could found in many places and of
course had being isolated from several materials.
Proper cleaning and hygienically process fish could
contain lower L. monocytogenes. In the developing
nations like Nigeria, the level of cleaning and
hygiene practices is lower compared to developed
nations where most of the compared studies were
carried out, thus, could be responsible for the
variations in the values. The study did not
investigated the cleaning and hygiene practices by
the handlers but opined it could be responsible for
the differences since L. monocytogenes is capable of
survive wide range of environmental conditions
including refrigerated temperature and ability to
persist in a material during cleaning.

The results have showed that there is heavy
presence of L. monocytogenes in fried fish,
processing slab and tools. The results further
suggest that processing slab and tools are
predisposing factors in the prevalence of L.
monocyogenes in Kwara state. More so, this further
confirms that the bacteria can also enter to the
product both during and after processing if the
environment, tools and handlers are not kept
hygienically. The fact that almost every household
eats fried fish directly as source of protein makes it
a concern in Nigeria. It is worth-noting that fried
fish serves as a “bail-out” source of protein to much
family whenever they have no meat in the pot.
Children buy it at with little or no control. Hence,
the presence of L. monocyogenes in the fish
requires urgent attention to prevent listeriosis
outbreak. Therefore, further study should be
carried out to investigate the effect of cleaning and
hygiene practices of the fish processors and
handlers.
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Kirsehir ili Merkez ilcede Sigir Besiciligi Yapan isletmelerin Ekonomik Analizi**
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Ozet: Bu calismada, Kirsehir ili Merkez ilce’de sigir besiciligi yapan isletmelerin yapisal, teknik ve ekonomik 6zellikleri
arastirilmistir. Arastirmanin materyalini, ildeki sigir besi isletmeleri arasindan tabakali 6rnekleme yontemi ile segilen 45 adet
isletmeden saglanan veriler olusturmustur. isletmeler 8lcekleri itibariyle; 1-20 bas hayvana sahip olanlar kiigiik 8lgekli, 21-
50 bas hayvana sahip olanlar orta 6lgekli, 51-150 bas hayvana sahip olanlar da biylk Olgekli isletmeler olarak
gruplandiriimistir. Arastirmada maliyeti olusturan masraf unsurlarinin dagilimi incelendiginde; besi materyalinin %42.95;
yemin %33.09; isciligin %9.63; veteriner-saglik giderlerinin %1.73; bakim-onarim %1.64; amortisman giderlerinin %1.56;
diger giderlerin %0,84 oraninda oldugu tespit edilmistir. ildeki sigir besiciliginde besi basi canli agirligi 215.2 kg, besi sonu
canh agirhg 464.7 kg ve ortalama besi siiresi de 241.1 giin olarak bulunmustur. Ortalama glnlik canh agirhk artisi 1.033 g
olarak hesaplanmistir. Arastirma alaninda, 1 kg canli agirlik artisi igin 7.8 kg kesif yem tiketildigi tespit edilmistir. Canli
agirhik artis maliyeti kliglik, orta ve biiyik Olgekli isletmelerde sirasiyla 9.7 TL, 8.8 TL ve 7.8 TL olarak hesaplanmis ve aradaki
fark 6nemli bulunmustur (P<0.001). Sonug olarak, blylk ve orta 6lgekli isletmeler sirasiyla 606 TL/bas ve 132 TL/bas kar
elde ederken, kigk 6lgekli isletmeler 492 TL/bas zarar etmislerdir.

Anahtar Kelimeler: Sigir besiciligi, Ekonomik analiz, Teknik analiz, Kirsehir.

Economic Analysis of Cattle Fattening Enterprises in the Centre of Kirsehir Province

Abstract: In this study, the structural, technical, economical characteristics of cattle fattening enterprises in central district
of Kirsehir province were examined. The data used in the study obtained from randomly selected 45 cattle fattening
enterprises in the province. The enterprises were grouped in to three categories, namely small scale (1-20 heads), medium
scale (21-50 heads) and large scale (51-150 heads). The proportions of cost of feed, labour, vets-and-meds, depreciation-
repair-maintenance and miscellaneous expenses in the total cost accounted for 42.95%, 33.09%, 9.63%, 1.73%,
1.64%,1.56% and 0.84% respectively. The initial live-weight was 215.2 kg/head at the onset of fattening, 464.7 kg/head at
the end of fattening. The average fattening period, daily live-weight gain and were calculated to be 241.1 days and 1.033
g/head respectively. In research area, it was determined that for 1 kg of live weight gain 7.8 kg concentrate feed was
consumed. Cost of live weight gain for small scale, medium scale and large scale enterprises were calculated as 9.7, 8.8, 7.8
TL respectively and difference was statistically significant (P<0.001). As a result, the profit for large and medium scale
enterprises were determined as 606 TL/head ve 132 TL/head respectively and, 492 TL/head negative profit determined for
small scale enterprises.

Keywords: Cattle fattening, Economic analysis, Technical analysis, Kirsehir.

Giris

Sigir besiciligi, kasaplik hayvanlarin karkas
verimi ve et kalitesinin yikseltilmesi yaninda, gesitli
hayvan yemleri ve endistri kalintilarinin daha iyi
degerlendirilmesine olanak yaratmasi bakimindan
bliyik 6nem tasiyan, ayni zamanda istihdam alani
yaratmak suretiyle ekonomiye biiyik 6lglide katkida
bulunan bir isletme koludur (Sakarya ve GinlQ,
1996; Polat, 1997). Baska bir tanimla sigir besiciligi;
damizhk ozelligi gbostermeyen geng erkek ve disiler
ile sit sigin isletmelerinde Uretim disi birakilan
dusik verimli ve vyaslh sigirlardan daha fazla
miktarda ve daha kaliteli et elde edebilmek i¢in bu
hayvanlara kesimden 6nce belirli bir slire 6zel bir
besleme uygulanmasi islemidir (Arpacik, 1997).
Bolgesel ve il bazinda mikro diizeyde isletme
kosullarinin ele alinip kaynaklarin yerinde incelen-
mesi anlayisi, kit olan Uretim faktorlerinin yeterli
Ol¢lide degerlendirilmesini, kullaniminda varsa
eksikliklerin belirlenip daha etkin hale getirilmesi ve

dolayisiyla verimliliginin artirilmasini saglayacaktir.
Bu nedenle piyasa ekonomilerinde kalkinmada
makro ekonomik yol gosterici planlar yaninda,
bolgesel veya yoresel plan ya da ekonomik
arastirmalarin  6nemi her gegen giin daha da
artmaktadir (Sakarya, 1992; Cevger ve ark., 2003).
Tirkiye’de bugiine kadar sigir besiciligi isletmelerin-
de yapilan arastirmalarda daha c¢ok vyetistiricilik,
bakim besleme gibi besiciligin teknik yoni incelenir-
ken, isletmelerin mali analizinin yapildigi, Gretim ve
pazarlama sorunlarina yonelik ¢alismalara ise daha
az rastlanmaktadir. Kirsehir ilinde sigir besi isletme-
lerini ekonomik agidan arastiran bir calismaya da
rastlaniimamistir.

Bu disilincelerden hareketle ¢alismada, Kirsehir
ili Merkez ilce’de sigir besi isletmelerinin sosyo
ekonomik yapilarinin incelenmesi, liretim
maliyetleri ile satis gelirlerinin tespit edilerek karlilik
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durumlarinin ortaya konulmasi ve tespit edilen
sorunlara ¢6ziim o6nerileri getirilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Arastirmanin  materyalini,  Kirsehir/Merkez
ilcede faaliyet gosteren sigir besi isletmelerinden
ylz ylize goruslilerek anket uygulanarak tabakali
tesadifi ornekleme yontemiyle secilen toplam 45
adet isletmenin 2011-2012 faaliyet yillarina iliskin
verileri olusturmustur. isletmeler, 6lgeklerine gére
kiicik (1-20 bas), orta (21-50 bas) ve buyik (51-150
bas) olmak Uzere 3 alt gruba ayrilmistir. Minimum
ornek sayisinin tespitinde asagidaki formilden
yararlaniimistir (Yamane, 1967; Yildirim, 2000).

Arastirmada olasi aksakliklar g6z ©niine
alinarak 41 olan minimum 6rnek sayisinin %10 fazla
isletme ile yani toplam 45 isletme ile anket yapiimis-
tir. Arastirma kapsamina alinan isletmelerde her bir
masraf unsurunun ve gelirlerin tespitinde asagidaki
yontemler izlenmistir (Cicek, 2002).

Besi Materyali Maliyeti: Besi sigirlarinin isletmeye
ulasincaya kadar, satin alma bedellerine ulastirma
masraflarinin da eklenmesiyle bulunmustur. Besi
materyali isletme icinden saglanmissa, aviu maliyeti
(isletme ici Gretim degeri) degeri dikkate alinmistir.

Yem Giderleri: Besi siresince tiliketilen yemlerde
satin alinanlarin alim bedellerine nakliye masraf-
larinin eklenmesiyle, Uretilenlerin ise avlu fiyati
dikkate alinarak hesaplanmistir. Kaba ve kesif yem
giderleri toplam yem masraflarini olusturmustur.

iscilik Giderleri: Besi siiresince aile ve yabanc
isglici Ucretlerinin toplamindan olusmustur. Aile
isglciinde, isletme faaliyetine aktif olarak katilan
aile bireyi, yabanci isglicinde ise calisan isci sayilari
dikkate alinarak vyetiskin erkek isglcl birimi
Gzerinden ilgili yildaki asgari Ucret baz alinarak
hesaplanmistir.

Veteriner-Saghk Giderleri: Isletme sahiplerinin
beyanlari esas alinarak, veteriner hekim muayene
Ucretleri, asilamalar ve ilaglar icin yapilan harcama-
larin toplamindan olusmustur.

Yabanci Sermaye Faizi: Besi donemi igin kullanilan
kredinin yasal banka faizi beyanlari, Ziraat
Bankasinin besicilik icin verdigi kredi faizleriyle
kontrol edilerek hesaplara katilmistir.

Diger Giderler: isletmelerde kullanilan elektrik, su,
akaryakit ve nakliye giderlerinin toplamindan
olusmustur. Ayrica bu grubun icerisine kesim
masraflari, nakliye ve park-pazar masraflari da;
belgelere dayali olarak hesaplamaya dahil edilmistir.

Genel idare Giderleri: Masraflar toplaminin %3’
olarak kabul edilmistir (Agil, 1977).

Amortismanlar: isletme binalarinin insaat bedelleri
veya iktisap degerleri (izerinden betonarme olanlar
icin %2, geleneksel tipte olanlar icin %4 amortisman
orani Uzerinden esit aralikll amortisman yéntemi ile
hesaplanmistir (Aras, 1959). Alet ve ekipman
amortismanlarinin hesaplanmasinda ise, Kabukgu
(1976)'nun bildirdigi yontemden yararlaniimistir.

Bakim-Onarim Giderleri: Hesaplamada bina, alet ve
ekipmanin bakim ve onarim giderleri (Ureticinin
beyani dikkate alinarak yapiimistir. Bunun mimkin
olmadigi durumda bina iktisap bedelinin %1’i bakim,
%2’si onarim bedeli olarak hesaplara dahil edilmistir
(Acill, 1977). Tali gelirlerin ve maliyetlerin
hesaplanmasi ise asagidaki sekilde yapilmistir.

Iskarta Hayvan Geliri: Besi siiresince degisik
nedenlerle elden c¢ikartilan besi hayvanlarindan
saglanan gelirlerin toplamindan olusmustur.

Giibre Geliri: Besinin yapildigi yildaki glbre fiyatlar
dikkate alinarak, elde edilen giibre tahminlerine
gore olusmustur.

Masraflar Toplami: Besi materyali, yem, iscilik,
veteriner hekim, asi ve ilag masraflari, faiz ve diger
giderler toplamindan olusmustur.

Masraflar Genel Toplami: Masraflar toplami ile
genel idare giderleri, amortismanlar ve bakim-
onarim masraflari toplanarak elde edilmistir.

Tali Gelir Toplami; Iskarta hayvan geliri ve giibre
gelirleri toplamindan olugsmustur.

Toplam Maliyet: Masraflar genel toplamindan tali
gelirler toplaminin gikartiimasiyla elde edilmistir.

1 Kg. Karkas Maliyeti: Toplam maliyetin besi sonu
toplam karkas agirligina béliinmesiyle bulunmustur.

Net Kar/Zarar: Toplam gelirden toplam maliyetin
cikarilmasiyla hesaplanmistir.

isletmelerdeki isglicii varhigi, yetiskin erkek
isglici birimine cevrilmistir (Cicek, 2002; Aydin ve

Sakarya, 2012). Veriler ortalama * standart hata X

+ S X olarak verilmistir.

Arastirma verileri SPSS 11.5 programi ile
degerlendiriimis ve isletme Olgekleri arasinda
yapilan istatistiksel karsilastirmalarda Varyans
Analizi (Anova) testi kullanilmistir. Gruplar arasi
farkin 6nem kontrolinde (P<0.05 dlzeyinde)
Duncan testinden yararlaniimistir. Minimum 6rnek
sayisinin tespitinde asagidaki formiilden
yararlaniimistir (Yildirim, 2000).
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N. 5(Nh . Sh?)

N2, D2 + Z(Nh . Sh?)

Bu formilde;

n: Ornek buyukliga,

N: Populasyondaki birim sayisi,
Nh: h’nci tabakadaki birim sayisi,
ShZ: h’nci tabakanin varyansi,

D*=(d*/2?),

d: Arastirici tarafindan kabul edilebilecek
maksimum hata miktari veya 6rnek ortalamasi ile
populasyon ortalamasi arasindaki fark(%10 olarak
alinmistir=3.1),

z: Bu hata payina gore standart normal dagilim
tablosundaki z degeridir (%90 given araliginda z
degeri 1.645dir).isletmelerin  &lgekler itibariyle
dagihmi ve 6rneklem sayisi Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Sigir besi isletmelerinin 6lgeklere gore dagilimi ve 6rneklem sayisi

isletme Olgegi isletme Sayisi Minimum Orneklem Yapilan Anket isletme Bagina Diisen Sigir
(adet) Sayisi Sayisi* Sayisi (bas)
Kiigiik 143 21 23 10.0
Orta 93 13 14 34.2
Biiyiik 48 7 8 86.5
Toplam 284 41 45 30.8
Bulgular
1.  Ureticilerin  Sosyo-Ekonomik  Ozellikleri: olarak bulunmusgtur. isletmeler ortalamasinda ise

Arastirmada kiicik olcekli isletmelerin yaridan
fazlasinin (%52.2) 2000 yilindan 6nce kerpig ve tas
duvardan kuruldugu, orta ve blyiik isletmelerin ise
%80-85 oraninda 2000 yilindan sonra kuruldugu ve
daha yeni, betonarme ve modern ahirlar oldugu
tespit edilmistir. Klclk olgekli isletmelerde sigir
besiciligi buyik oranda (%69.7) ek is olarak
yapilirken, orta olceklilerde mecburiyetten (%71.4)

besiciligin en yuksek tercih nedeni (%42.2) ek is
olarak beyan edilmistir (Tablo 2). Ancak yapilan
hesaplamada, ek is yapan isletme sahipleri hayvan
basina 371.69 TlL/bas zarar ederken; besicilik
disinda bir is yapmayanlarin net karn 76.77 TL/bas
olarak tespit edilmistir (Tablo 3). Genel olarak
isletme sahiplerinin besiciligi stirdiirme egiliminde
oldugu ancak, kiglk Oolgekli isletmelerden 4

yapildigi tespit edilmis, biyiik dlcekli isletmelerde (%17.39) isletme sahibinin besiciligi birakmayi
ise karli oldugu icin tercih edenlerin orani %50 dusundugi belirlenmistir.
Tablo 2. isletme sahiplerinin sigir besiciligi yapma nedenleri ve yiizde oranlari
Sigir Besiciligi Tercih Nedeni Kugiik (%) Orta (%) Biyuk (%) Genel (%)
Karh oldugu igin (Tek gelir kaynagi) 21.7 28.6 50.0 28.9
Ek is 69.7 0.0 375 42.2
Bagka is yapamadigi icin (mecburiyet) 8.6 71.4 12.5 28.9

Bolgede besi sistemi olarak en fazla kapali-bagh
sistemin tercih edildigi (%60), besi materyalinin
yerel hayvan pazarlarindan temin edildigi (%64.4),
besi sonrasi satislarin daha ¢ok kombina/mezbaha-
lar araciligiyla (%84.5) ve partiler halinde yapildig
(%64.4) ve orgitliligin disik seviyede oldugu
(%40) tespit edilmistir. Bir kooperatife/birlige tye
olan islemlerde 188.7 TL/bas gelir saglanirken, lye
olmayan isletmelerde 296.8 TL/bas zarar edilmistir.
Kirsehir ilinde sigir besiciliginde genellikle Holstayn,
Esmer ve Simental hayvanlar ile bunlarin melezleri-
nin kullanildig gérilmistir. isletmelerin cok az bir
kisminda ise vyerli irka (%6.7) rastlanmistir.
isletmelerin %80’i yilda bir, %17.8’i yilda iki ve
%2.2’i de yilda i¢ dénem besi yaptiklarini beyan
etmistir. isletmelerin karsilastiklari giigliikler arasin-
da; Uretim maliyetleri dikkate alinmaksizin olusan

disuk alim fiyatlar (%62.2), vadelerin uzun olusu
(%22.2), araci sayisinin ¢ok olmasi (%8.9), uygulanan
stopaj ve vergilerin yiiksek olusu (%4.5) ile alici
sayisinin azhgindan kaynaklanan alim tekeli (%2.2)
olarak siralanmistir.

Ureticilerin ortalama vyasi kiiciik, orta ve biyik
Olcekli isletmelerde sirasiyla 44.6, 45.0 ve 43.0
olarak bulunmustur. isletme sahiplerinin birbirine
yakin, orta yas grubunda oldugu ve o6zellikle kiigik
Olgekli isletme sahiplerinin digerlerine gore besicilik
tecriibesinin nispeten az oldugu gorilmektedir.
Sadece kuglk o6lgekli bir isletme disinda diger
isletme sahipleri en az bir diplomaya sahip iken,
kicuk olcekli isletmelerde lniversite mezunu, biiyuk
ve orta Olgekli isletmelerde ise okuma-yazma
bilmeyen yonetici yoktur (Tablo 4). Egitim dizeyi
arttikca isletme karhhginin da arttig ve en yiksek
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karin Gniversite mezunu isletme sahipleri tarafindan
saglandigl tespit edilmistir (Tablo 5). isletmelerde
isglicti varhigr Erkek isgiicii Birimi (EiB) Uzerinden

hesaplanmis, kiglk, orta ve buyik isletmelerde
srrastiyla  1.11, 2.19, 2.98 EiB, isletmeler
ortalamasinda 1.76 EiB bulunmustur.

Tablo 3. Ek is yapan/yapmayan isletmelerde elde edilen net kar/zarar miktarlari (TL/bas)

Ek is Durumu Toplam Gelir Toplam Maliyet Net Kar/Zarar
Yapan 4.243.99 4.615.68 -371.69
Yapmayan 4.052.94 3.976.17 76.77
Tablo 4. isletme sahiplerinin yasi, tecriibesi ve egitim durumu.

Yas Kigiik (%) Orta (%) Biiyiik (%) Genel (%)
21-40 52.2 28.6 50.0 44.5
41-50 13.0 35.7 37.5 24.4
51- + 34.8 35.7 12.5 31.1
Tecriibe

1-10 30.0 21.0 0.0 220
11-20 48.0 36.0 62.5 47.0
21-35 22.0 43.0 37.5 31.0
Egitim Durumu

Okur-yazar degil 4.3 0.0 0.0 2.2
ilkokul 52.2 50.0 12.5 44.5
Ortaokul 26.1 28.6 37.5 28.9
Lise 17.4 14.3 37.5 20.0

Tablo 5. isletmelerin egitim durumuna gére hayvan basina elde ettigi net kar/zarar (TL/bas).

Egitim Durumlari Toplam Gelir Toplam Maliyet Net Kéar/Zarar
Okur-yazar degil 4,956 5.317 -360
ilkokul 3.924 4.260 -336
Ortaokul 4.381 4.308 72

Lise 4.202 4.124 78
Universite 3.803 3.392 410

2. Uretime iliskin Teknik Bulgular: incelenen
isletmelerde besiye alinan hayvanlarin tamamina
yakini yaklasik 8 aylk (241.1 gln) besi suresinden
sonra satilmakta ve ortalama 1.000 gramin {izerinde
(1.027-1.049 g) glinlik canl agirhik artisi
saglanmaktadir. Besiye alinan hayvanlarin %1.1'i
besiyi ¢esitli nedenlerle (zorunlu kesim, 6liim, erken
satls vs.) tamamlayamamistir (Tablo 6). incelenen
isletmelerde 1 kg canli agirlik artisi icin tliketilen
kesif yem miktari, kigik o6lcekli isletmelerde 9.3 kg,
orta olcekli isletmelerde 7.9 kg, bilyuk o6lgekli
isletmelerde de 7.2 kg ve isletmeler ortalamasinda
7.8 kg olarak tespit edilmistir. Kaba yemin basta
arpa samani olmak Uzere, kuru ot ve yoncadan
olustugu; az da olsa misir silajinin rasyona katildigi
gorulmuistir.

3. Uretime iliskin Ekonomik Bulgular: isletmeler
genelinde dretim masraflart toplami 152.816.40

TL'dir. Bu degerin %93.98’ini degisken masraflar,
%6.02’sini ise sabit masraflar olusturmaktadir.
Toplam uretim masraflari igerisinde %42.95’lik oran
ile besi materyali maliyeti ilk sirada yer alirken,
bunu sirasiyla %33.09 ile yem (kesif+kaba) maliyeti,
%9,63 ile iscilik (aile+yabanci) maliyeti ve %5.74 ile
yabanci sermaye faizi izlemektedir. Hayvan basina
disen Uretim masraflari toplami ise 4.231.97 Tl dir
(Tablo 7). incelenen isletmelerde hayvan basina
Uretim maliyetleri dikkate alinarak 1 kg canh agirlik
artis maliyeti hesaplanmistir. Besi sonu toplam
maliyet kiiglk 6lcekli isletmelerde (4.682.72 TL/bas)
onemli oranda daha fazla bulunurken (P<0.001), 1
kg canh agirhk artis maliyeti baylk olgekli
isletmelerde 7.76 TL/bas ile 6nemli diizeyde dusik
¢tkmistir (P<0.001). Besi sonu ortalama canli agirlik
yoniinden isletme olgekleri arasinda herhangi bir
fark tespit edilememistir (P>0.05; Tablo 8).
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Tablo 6. Uretim faaliyetine iligkin teknik bulgular

Teknik Parametreler Kiiguk Orta Biiyik Ortalama
Besiye Alinan Hayvan Sayisi (Bas) 13.9 38.5 97.8 36.5
Besi Sonu Satilan Hayvan Sayisi (Bas) 13.7 37.9 97.2 36.1
Besi Bagi Canli Agirhk (kg) 221.9 211.7 201.8 215.2
Besi Sonu Canh Agirlik (kg) 482.6 441.7 453.7 464.7
Canli Agirlik Artisi (kg/Bas) 260.6 230.0 251.8 249.5
Besi Siiresi (Giin) 253.7 219.2 243.1 241.1
Guinliik Canh Agirlik Artisi (g) 1.027 1.049 1.036 1.033

Tablo 7. isletmelerde maliyeti olusturan masraf unsurlari ve dagilimi
Toplam Masraflar

Masraf Unsurlar (TL) Hayvan Basina Diisen Masraflar

(TL) (TL/bas)
1. Besi Materyali Maliyeti 65.645.45 42.95 1.817.93
2. Toplam Yem Masrafi 50.562.67 33.09 1400.24
a. Kesif Yem Masrafi 38.202.57 25.00 1.057.95
b. Kaba Yem Masrafi 12.360.10 8.09 342.29
3. iscilik 14.716.99 9.63 407.56
a. Yabana isgiicii 13.963.01 9.12 386.68
b. Aile isgiicii 753.98 0.51 20.88
4. Veteriner-Saghk Masraflari 2.640.36 1.73 73.12
5. Kredi Faizi 8.765.70 5.74 242.75
6. Diger Giderler* 1.290.93 0.84 35.75
Degisken Masraf Toplami 143.621.70 93.98 3.977.34
7. Genel idare Giderleri 4.308.65 2.82 119.32
8. Amortismanlar 2.384.70 1.56 66.04
9. Bakim-Onarim Giderleri 2.501.34 1.64 69.27
Sabit Masraf Toplami 9.194.70 6.02 254.63
Masraflar Genel Toplami 152.816.40 100.00 4.231.97

*Elektrik-su, kesim, park-pazar masrafi dahildir.

Tablo 8. incelenen isletmelerde toplam ve canli agirlik artis maliyeti

. . . Besi Sonu Toplam Maliyeti Besi Sonu Canli Agirhigi Canh Agirlik Artis Maliyeti
Isletme Olgekleri (TL/Bas) (kg/bas) (TL/kg)
Kugiik 4.682.72+157.12 482.61+16.4 9.7040.32
Orta 3.898.18+119.9° 441.79+20.4 8.82+0.22
Biiyiik 3.520.19+104.4P 453.75+16.2 7.7610.1°
P <0.001 >0.05 <0.001

incelenen isletmelerin toplam geliri, besiye Olcekler arasinda fark bulunmazken (P>0.05),
alinan hayvanlarin mezbahada kesim sonrasi karkas toplam maliyet kiiglk 6lgekli isletmelerde daha fazla
agirhg Gzerinden satisi ile elde edilmektedir. Besiye bulunmustur (P<0.001). Dolayisiyla, orta ve biyik
alinan hayvan basina net kar/zarar, toplam gelirden Olgekli isletmeler kar elde ederken, kiglk olgekli
toplam maliyetlerin cikarilmasi ile hesaplanmistir. isletmeler zarar etmislerdir (P<0.001; Tablo 9).

Hayvan basina elde edilen toplam gelir yoniinden

Tablo 9. Hayvan basina diisen toplam gelir, maliyet ve net kar/zarar (TL/bas)

Ekonomik Gosterge Kiiglik Orta Biiyik Ortalama P

Toplam Gelir* 4.190+140 4.030£155 4.126+194 4,129491 >0.05
Toplam Maliyet* 4.682+1572 3.898+119° 3.520+104° 4.231+114 <0.001
Net Kar/Zarar* -492+169b 13241262 60611202 -102+115 <0.001

Tartisma ve Sonug

Kirsehir Merkez’de sigir  besiciligi  yapan mektedir (Ozkan, 2003; Cagi, 2006). incelenen
ireticilerin ortalama yasi ve tecriibelerine (17 yil) ait isletme yoneticilerinden en az bir diplomaya sahip
degerler, Antakya ve Bayburt illerinde vyiiriitilen olanlarin orani (%97.8), bazi ¢calismalara yakin (Cagi,
calismalarla sonuclariyla oldukca paralellik goster- 2006; Yicel, 2007), bazilarindan ise (Fidan, 1992;
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Glndogmus, 1998) yiksek bulunmustur. Yiksek
olmasinda mevcut ¢alismanin literatlire gére daha
gilincel olmasi ve zorunlu egitim siresinin artmis
olmasi gosterilebilir. isletme sahiplerinin egitim
durumlarina gore elde edilen net kar miktari, en
fazla Universite mezunlarinda (410.14 TL/bas) tespit
edilmis bunu lise (78.09 TL/bas) ve ortaokul
mezunlari (72.45 TL/bas) takip etmistir. Bu sonug,
egitim dizeyinin isletme karhliginda etkili bir faktor
oldugunu gostermektedir. Diger taraftan, besicilik
disinda ek is yapan isletme sahipleri zarar (-
371.69TL/bas) ederken, asil gelir kaynag! besicilik
olanlar karli (76.77 TL/bas) calismistir. isletme
sahiplerinin besicilik disinda ek is yapmalari, bu is
koluna yeterli emek, zaman harcamadiklarini ve
uzmanlasamadiklarini gostermekte ve dogal olarak
isletme sonuglarina olumsuz yansimaktadir. incele-
nen isletmelerden kooperatif veya birlige uye
olanlarin orani (%40), Ozkan (2003)"in ¢alismasindan
disiik, Eren (2006)'in ¢alismasiyla uyumludur.
Kooperatife veya birlige lye olan isletmelerin net
kari, Uye olmayan isletmelere gore daha yiksek
bulunmustur.  Ureticilerin  ekonomik ¢ikarlarini
koruyan, gozeten yeterli dizeyde ve etkin bir
orgutlenme ile girdi temininden satis asamasina
kadar pazarhk glici artmakta ve karhhk olumlu
yonde etkilenmektedir.

Farkli illerde yapilan ¢alismalara benzer olarak
Kirsehir'de de besi materyali temini 6nemli oranda
(%64.4) mahalli pazarlardan yapilmaktadir (Cicek,
2002, Cagi, 2006; Hazneci, 2007). Yiksek verimlilik
ve basarili bir besicilik faaliyeti icin besiye alinacak
hayvanlarin saglikli olmasi, irki, cinsiyeti ve yasi besi
performansinda 6nemli bir etkiye sahiptir (Topgu ve
Demir, 2005). incelenen isletmelerin %60’1 besi
sistemi olarak “‘kapali—bagl’”” ahir sistemini tercih
etmis ve bu oran, Cag (2006)'nin c¢alismasinin
verilerine kiyasla olduk¢a dlstik bulunmustur
(%80.9). Son vyillarda Tirkiye genelinde oldugu gibi
arastirma bolgesinde de daha az yatirim sermayesi
gereken agik veya vyari agik ahirlarin  giderek
yayginlastigl goérulmektedir. Besi suresi isletmeler
genelinde 241.11 giin (yaklastk 8 ay) olarak
bulunmustur. Yapilan galismalarda optimum besi
suresi, kaltir melezi hayvanlarda 180-210 gun, yerli
irk besi hayvanlarinda ise 105 giin olarak
bildirilmektedir (Glindogmus ve ark., 1998). Beside
glnlik besi giderinin (marjinal maliyetin), ginlQ
canh agirlik artis degerine (marjinal hasila) esit
oldugu zaman besiye son verilmelidir (Sakarya ve
Gunll, 1996). Besi olgunluguna ulastiktan ve
optimum besi siresi gegirildikten sonra veya erken
kesimlerde buylk kaynak kayiplari ortaya ¢ikmak-
tadir (Gardner ve ark., 2012). Tespit edilen besi
suresi bazi cahsmalardan yiksek (Cicek, 2002;
Giindogmus, 1993; imik ve ark., 2000; Karkacier,
1991; Sakarya ve Giinlii, 1996; Ugurtas, 2008); bazi

calismalardan duasiik (Altuntas ve Arpacik, 2004;
Hazneci, 2007); bazi calismalara da yakin bulun-
mustur (Erkus ve ark., 1990; Yicel, 2007). Besi
suresinin farkliigl, hayvana ait olan faktorlerin
yaninda biyik oranda fiyatlardan etkilenmektedir.

isletmeler besi sonunda hayvanlar biyiik
oranda kombinalara (%84.5) satmaktadir. ilde tek
alici pozisyonundaki kombinalarin, Gretim maliyet-
leri dikkate alinmaksizin olusturdugu disiik alim
fiyatlari (%62.2) Ureticileri pek tatmin etmemek-
tedir. Bunun yaninda vadelerin uzun olusu (%22.2),
araci sayisinin ¢ok olmasi da Ureticileri zor duruma
sokmaktadir (%8.9).

il genelinde besiye alinan hayvanlarin ortalama
besi basi canh agirlik degeri (215.2 kg) Onceki
arastirma sonuglarina gore; Arpacik ve ark.
(1994)’dan oldukca yiiksek, imik ve ark (2000) ile
Ugurtas (2008)'in ¢alismalarindan distk bulunur-
ken; Cicek (2002) ve Yucel (2007)e vyakin
bulunmustur. Yapilan bazi arastirmalarda sigir
besiciliginde besi bagi canh agirligin ve kesim sonrasi
karkas agirliginin  (randiman) isletme karliligi
Gzerinde o6nemli etkisi oldugu tespit edilmistir.
Besiye alinacak hayvanin besi basi agirligr Esmer irk
erkek danalar igin ortalama 100 kg, Simental irk
erkek danalar icin 135 kg oldugu (Arpacik ve ark.,
1994) ve bu irk igin besi baslangici icin en uygun
yasin 6 ay oldugu (Altuntas ve ark., 2004)
bildirilmistir. Bu bilgilerden yola g¢ikarak Merkez
ilcede besi basi canli agirliginin karli ve verimli bir
sigir besiciligi icin nispeten fazla oldugu gorilmek-
tedir. isletmeler ortalamasinda giinliikk canli agirlik
artisi (1.033 gr), blyik ve orta olgekli isletmelerde
daha yiksek ¢ikmistir. Bu isletmelerin besi hayvani
olarak yerli irk tercih etmemeleri, besi basi canh
agirhgini diisiik tutmalari, bakim-besleme sartlarinin
iyiligi ile egitim ve tecriibe konularindaki avantaj-
larinin etkili oldugu distintilmektedir. Tespit edilen
glnltuk canh agirlik artisi degeri, Kabukcu (1976) ile
Akbulut ve ark. (1995)'nin bildirdigi degerlerden
yiiksek, Arpacik ve ark. (1994) ve Ozkan (2003)'in
calismalarina yakin, Baspinar ve ark. (1999) ve Cicek
(2002)’in galismalardan ise disiik bulunmustur.

isletmelerde kesif yem olarak; &zellikle sigir
besi yemi yaninda, arpa ve kepek; kaba yem olarak;
arpa-bugday samani, az miktarda kuru ot ve yonca
kullanildigi gorilmustir. Tuketilen kesif yem miktari
en vyuksek kiiclik olcekli isletmelerde, en dusilk
blylk olcekli isletmelerde tespit edilmistir. Blylik
Olgekli isletmelerde besi basi canli agirhginin diisiik
olmasi, kesif yem oraninin da daha az ¢ikmasinda
etkili olmustur. Bu durum besi basi canli agirhk
arttikca, bir kg canli agirhik artisi igin tiketilen yem
miktarinin da arttigini  belirten arastirmalarla
paralellik gostermektedir (Arpacik ve ark., 1984;
Arpacik ve ark., 1994). Tiketilen ortalama kesif yem
miktari (7.8 kg/glin), yapilan bazi g¢alismalarla
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uyumlu (Cicek, 2002; Sakarya ve Gunld, 1996;
Ugurtas, 2008), Fidan (1992)'in bildirdigi 2.8 kg ve
Ozkan (2003)'in bildirdigi 6.4 kg'dan yiiksek,
Kéknaroglu ve ark. (2006)'in bildirdigi 9.9 kg'dan
disik bulunmustur.

isletmelerde  maliyeti  olusturan  masraf
unsurlarinin dagilimi incelendiginde; besi materyali
maliyetinin (%42.95) isletme 0lgeklerine paralel
olarak artma egiliminde oldugu belirlenmistir. Buna
neden olarak, isletme olgcekleri kiglildikce 6zellikle
iscilik ve sabit masraflarin nispi olarak artmasi ve
daha fazla hayvanin besi materyali olarak satin
alinmasi gosterilebilir. Besi materyali masraf orani,
imik ve ark (2000), Cicek (2002), Aydin ve Sakarya
(2012)’'nin  bildirdigi degerlerden dusik (sirasiyla
%51.13, %53.57, %50.56), Glndogmus (1993) ve
Ugurtas (2008)'1n ¢alismalarina yakin, Ozkan (2003)
ve Yicel (2007)in arastirmalarindan yuksektir
(sirasiyla  %35.8, %36.2). Literatlr bilgilerdeki
farkliliklarda; calismalarin yapildigi dénem, bdlge,
besi suresi, canli hayvan fiyatlarindaki degisiklikler
ve benzeri faktorlerin etkili oldugu soylenebilir.
Uretim masraflan icerisinde ikinci sirayi alan yem
masraflarinin orani (%33.1); Yicel (2007) ve Ugurtas
(2008)'in gahsmalariyla ile uyumlu, imik ve ark
(2000), Ozkan (2003) ve Aydin ve Sakarya (2012)'nin
bildirdigi degerden vyiiksek oldugu gorilmustir.
Yiksek ¢ikmasinin nedeni c¢alismalarin  yapildig
donemlerde yem fiyatlarindaki artislarin, canh
hayvan alim fiyatlarindaki artislardan hizli ve daha
yuksek olmasi olabilir. Besicilik faaliyetinde ve
maliyet lzerinde etkili faktorlerden olan ortalama
isglicii varhgi isletme olgeklerine paralel olarak
artmakla beraber isletmeler ortalamasinda 1.76
EiB’dir. Bu deger Yiicel (2007)in degerleriyle
uyumlu; Topgu (2004), Hazneci (2007) ve Ugurtas
(2008)'in  arastirmasindan dusik bulunmustur.
Dislik ¢ikmasinda besicilik faaliyetleri ile ugrasan
nifusun kirsaldan kente gbé¢ etmesi ve nispeten
isletme olgeklerinin blyimis olmasindan kaynak-
landigi disiinilmektedir. iscilik giderinin oransal
degeri (%9.6); imik ve ark (2000), Cicek (2002),
Ylcel (2007) ve Ugurtas (2008)'in galismalarindan
yuksek; Aydin ve Sakarya (2012)'nin ¢alismasindan
diisiik bulunmustur. isletme &lgekleri buyiidikge
iscilik maliyet oraninin distigu tespit edilmistir. Bu
durum, biyiik isletmelerde isglicliniin daha verimli
kullanilmasi ile agiklanabilir. EiB tizerinden calistiri-
lan isci sayilarina gore; kigluklerde 9 hayvana 1 isgi
bakarken, orta Olgeklilerde 16 hayvana, blyiklerde
29 hayvana bir isci bakmaktadir. isletmelerin
veteriner-saglk giderleri isletmeler ortalamasinda
%1.7 olarak hesaplanmis ve olgekler arttikga bu
giderin oransal olarak azaldigi tespit edilmistir.

Hayvan basina elde edilen gelir yoniinden
Olgcekler arasinda fark bulunmazken, kiicik o6lgekli
isletmelerde toplam maliyetlerin 6nemli oranda

fazla olmasi, kiglk isletmelerin digerlerinin aksine
Olgegin artan veriminden vyararlanamayip zarar
etmelerine neden olmustur. Bu durum, isletmelerde
maliyetlere hakim olmanin ¢ok 6nemli oldugu ve
bunu basaramayanlarin zarar ettigi seklinde agikla-
nabilir. Kiiglk olgekli isletmelerde zarar edilmesi ve
buna ragmen isletmelerin retime devam etmeleri;
amortisman gibi sabit gider harcamasinin o donem
icin nakit olarak yapilmamasi ve aile isgiicline lcret
tahakkuk ettirmemeleri ile aciklanabilir. isletme
sahiplerinin besicilige devam etme egilimi (%91.1)
Cigek (2002)’in ¢alismasindan yiiksek bulunmustur.
Cicek (2002)in ¢alismasinin yapildigi dénemde
ekonomik kriz olmasi bu farkliigin nedeni olarak
disunilmistir. ilin mevcut arazisi icinde mera
alanlarinin yeterli dizeyde olmamasi dreticileri
genellikle kesif yemle besicilige zorlamakta ve
Gretim masraflarini yikseltmektedir. Maliyetlerin
disurulebilmesi igin, dogal dengeyi de koruyarak
etkin bir mera diizenleme ve islah programi
uygulanmasinin yani sira yem bitkileri Gretimi de
artinlmahdir.

Sonug olarak, Kirsehir il ekonomisinde sigir
besiciligi faaliyetinin 6nemli bir yeri vardir. Bu
faaliyetin daha bilimsel temellere dayali, ihtisaslas-
manin saglandigl rasyonel isletmecilik anlayisiyla
yapilmasi ilin ekonomik gelismesinde énemli katki-
lar saglayacaktir.

Kaynaklar

Agil AF, 1977: Tarimsal Uriin Maliyetlerinin Hesaplanmasi
ve Memleketimizde Tarimsal Uriin Maliyetlerindeki
Gelismeler. Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi,
Yayin No: 665. Sark Matbaasi, Ankara.

Akbulut O, Tiizemen N, Aydin R, 1995: Esmer ve siyah-
alaca tosunlarin agik ahirlarda besi performansi ve
karkas ozellikleri. Tiibitak Doga-Veteriner
Hayvancilik Dergisi, 19, 1, 409-416 ve 423-427.

Altuntas M, Arpacik R, 2004: Farkli yaslarda besiye alinan
simental tosunlarin besi performansi ve optimum
kesim agirliklari. Lalahan Hayvancilik Arastirma
Enstitiist Dergisi, 44,1, 7-16.

Aras A, 1959: Ziraatte Kiymet Takdiri ve Amortisman
Metotlari. Ayyildiz Matbaasi, Ankara.

Arpacik R, Erding H, Celebi Can A, Ogan M, 1984: Esmer
irk erkek danalarinin yari agik ahir sartlarinda
optimum  kesim agirliklarinin  tayini.  Lalahan
Hayvancilik Arastirma Enstitiisii Dergisi, 24, (1-4),
34-49.

Arpacik R, Nazhgiil A, Beyhan Z, Atasoy F, 1994: Esmer irk
danalarda besi basi agirhginin besi performansi ve
besi ekonomisine etkisi. Lalahan Hayvancilik
Arastirma Enstitiisii Dergisi, 34, (1-2), 79-89.

Arpacik R, 1997: Entansif Sigir Besiciligi. Sahin Matbaasi,
2. Basim, Ankara.

Aydin E, Sakarya E, 2012: Kars ve Erzurum illeri entansif
sigir besi isletmelerinin ekonomik analizi. Kafkas
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 18, 6, 997-
1005.

44 Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2017; Cilt: 6, Sayi: 1



Harran Univ Vet Fak Derg, 2017; 6 (1): 38-45

Arastirma Makalesi

Bagpinar H, Ogan M, Balci F, 1999: Polonya Holstayn
erkek danalarin  besi performansi ve karkas
ozellikleri. Lalahan Hayvancilik Arastirma Enstitisi
Dergisi, 39, 2, 1-6.

Cevger Y, Sariézkan S, Aral Y, 2003: Kirikkale ilinin sosyo-
ekonomik kalkinmasinda hayvancilik sektorinin yeri
ve oOnemi. 21. Yazyihn Basinda Kirikkale
Sempozyumu. 10-11 Haziran 2003, Kirikkale.

Cagi U, 2006: Antakya yoresi besi sigircilig isletmelerinin
bilimsel degerlendiriimesi. Yiiksek Lisans Tezi, MKU
Saglik Bilimleri Enstitisii Zootekni Anabilim Dali,
Hatay.

Cicek H, 2002: Afyon ili sigir besi isletmelerinde karlhk ve
verimlilik analizleri. AU Saglik Bilimleri Enstitiisi,
Doktora Tezi, Ankara.

Eren E, 2006: Kahramanmaras ili Goksun ilgesinde sigir
besiciligi yapan isletmelerin yapisi ve sorunlari.
Yiiksek Lisans Tezi, Kahramanmaras Siitgli imam
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Kahramanmaras.

Erkus A, Ozcelik A, Giindogan T, Turan A, 1990: Siyah
Alaca sigirlarinin besisinde optimal besi siresinin
tespiti. Cift¢i ve K6y Diinyasi Dergisi, 6, 72, 18-27.

Fidan H, 1992: Corum ilinde sigir besiciligi yapan tarim
isletmelerinin  ekonomik analizi ve hayvansal
Urlnlerin maliyet unsurlarinin arastirilmasi, Yiksek
Lisans Tezi, AU Fen Bilimleri Enstittsi, Ankara.

Gardner BA, Northcutt SL, Dolezal HG, Gill DR, Ray FK,
Morgan JB, Shearhart, CW, 1996: Factors Influencing
Profitability of Feddlot steers. Erisim: [http: //
www.ansi.okstate.edu / research / 1996rr / 28.pdf.].
Erigim tarihi: 21 Eylal 2012.

GUndogmus E, Tanrivermis H, Kilig O, 1998: Ankara ili
kosullarinda agikta sigir besiciliginde optimum besi
siresi ve yem giderlerinin minimizasyonu lizerine bir
arastirma: TKV c¢ubuk 6rnek besi isletmesi ornegi.
Ugiincii Sektér Kooperatifgilik Dergisi, 120.

Glindogmus E, 1993: Ankara ili gubuk ilgesi sigir besiciligi
isletmelerinin ekonomik analizi. Yiksek Lisans Tezi,
AU Fen Bilimleri Enstitusi, Ankara.

Hazneci K, 2007: Amasya ili suluova ilgesinde sigir
besiciligi yapan isletmelerin etkinlik analizi. Yiksek
Lisans Tezi, OMU Fen Bilimleri Enstitiisii, Samsun.

imik H, Gunlia A, Tekerli M, Kogak S, 2000: Afyon ilinde
yapilan sigir besiciliginin ekonomik analizi ve karh bir
besicilik icin alinmasi gerekli onlemler. Lalahan
Hayvancilik Arastirma Enstitiisii Dergisi, 40, 2, 1-15.

Kabukgu MA, 1976: Elazig ili seker sirketi besi bolge
sefligince yonetilen sigir besi isletmelerinin
ekonomik analizi. Firat Universitesi Dogentlik Tezi,
Elazig.

Karkacier O, 1991: Tokat-Turhal sigir besiciligi
isletmelerinin ekonomik analizi. Doktora Tezi, EU
Fen Bilimleri Enstitiisii. Bornova-izmir.

Kéknaroglu H, Yilmaz H, Demircan V, 2006: Afyon ili besi
sigircihgr isletmelerinde kesif yem oraninin besi
performansi karliliga etkisi. Sileyman Demirel
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 1, 1, 41-51.

Ozkan U, 2003: Bayburt ili’'nde sigir besiciligine yer veren
tarim isletmelerinin ekonomik analizi. Yiksek Lisans
Tezi, AU Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Polat BK, 1997: Ankara ili sigir besi isletmelerinde karlilik
ve verimlilik analizleri. Doktora Tezi, AU Saglik
Bilimleri Enstitlisti, Ankara.

Sakarya E, Gunlu A, 1996: Limuzin x Jersey (F1) melezi ve
holstayn irki tosunlarda optimal besi siresinin
tespiti Uzerine bir arastirma. Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 43, 113-120.

Sakarya E, 1982: Eskisehir ili sigir besi isletmelerinde besi
maliyet ve karliliklari Gzerine bir arastirma, Doktora
Tezi, AU Saglk Bilimleri Enstitiisti, Ankara.

Topcu Y, Demir N, 2005: Functional analysis of fattening
farms: the case of Erzurum province. Journal of
Applied Science, 5, 6, 1071-1077.

Topcu Y, 2004: Erzurum ili sigir besiciligi isletmelerinde
girdi kullanimi ve dretim maliyeti (zerine bir
arastirma. Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Dergisi, 35, (1-2), 65-73.

Ugurtas FT, 2008: Konya ili Beysehir ilgesi Doganbey
beldesinde sigir besiciligine yer veren tarim
isletmelerinin ekonomik analizi, Ylksek Lisans Tezi,
AU Fen Bilimleri Enstitust, Erzurum.

Yamane T, 1967: Elemantary Sampling Theory, Printice-
Hall Inc., New York, 405.

Yildirnm i, 2000: Van ili Merkez ilcede sigir besiciligi
isletmelerinin ekonomik analizi, YYU Ziraat Fakiiltesi,
Yayin No: 20.

Yicel S, 2007: Ankara ili tarim isletmelerinde sigir
besiciligi Gretim faaliyetlerinin teknik ve mali analizi,
Yiksek Lisans Tezi, AU Fen Bilimleri Enstitusd,
Ankara.

**: Bu calisma, ayni baslikli Yiksek Lisans tezinden
Ozetlenmistir.

*Yazisma Adresi: Savas SARIOZKAN

Erciyes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi,

Hayvan Saglhg Ekonomisi ve isletmeciligi Anabilim Dali,
Kayseri, Turkiye.

e-mail: ssariozkan@erciyes.edu.tr

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2017; Cilt: 6, Sayi: 1 45



Harran Univ Vet Fak Derg, 2017; 6 (1): 46-50 Arastirma Makalesi

Laktasyondaki ineklerde Tohumlama Aninda Azaltilan GnRH Dozunun

Gebelik Orani Uzerine Etkisi**

Ramazan SERTKOL?, Mustafa Kemal SARIBAY?"

1Mustafa Kemal Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Hatay, Tirkiye.
2Mustafa Kemal Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali, Hatay, Tirkiye.

Gelis Tarihi: 12.12.2016 Kabul Tarihi: 17.02.2017

Ozet: Calisma laktasyondaki ineklerde tohumlama aninda uygulanan GnRH dozunun yariya indirilmesinin gebelik orani
Gzerine etkisini belirlemek amaciyla yapildi. Arastirmada yaslari 3-6 arasinda degisen, postpartum 80-120 giinler arasinda
olan ve klinik olarak herhangi bir reprodiiktif probleme rastlaniimayan 50 Holstayn irki inek kullanildi. ineklerin &striis
gostermeleri icin herhangi bir hormonal uygulama yapilmadi. Calisma siiresince Ostris belirtileri gosteren ineklerin ovaryum
muayeneleri 6-8 MHz lineer problu real-time ultrason ile yapildi ve ovaryumdaki mevcut folikillerin ¢api kaydedildi. Daha
sonra bir gruba (grup I, n=25) suni tohumlama (ST) aninda bir gonadotropin salgilatici hormon (GnRH) analogu olan
Buserelin asetat (Receptal®, intervet) 2.5 mL kas ici uygulandi. Diger gruba (grup Il, n=25) ise ST aninda 1.25 mL Buserelin
asetat kas i¢i uygulandi. Folikdl ¢aplari grup | ve II'de sirasiyla 12.28+0.37 mm, 12.24+0.44 mm olarak kaydedildi. Gebelik
oranlari grup | ve II'de sirasiyla %80 (20/25), %72 (18/25) olarak belirlendi (P>0.05). Sonug olarak, ineklerde gebelik
oranlarinin artirlmasi amaciyla ST sirasinda uygulanan GnRH’nin dozunun vyariya indirilmesinin gebelik oranlarini
etkilemedigi gorildi.

Anahtar Kelimeler: inek, GnRH, Gebelik oran.

The Effect of Reduced Dose of GnRH Administered at the Time of Insemination on Pregnancy

Rate in Lactating Dairy Cows

Abstract: This study was carried out to determine the effect of reducing half dose of GnRH performed immediately at the
time of artificial insemination on pregnancy rate in lactating dairy cows. The study was conducted on 50 Holstein cows
aging between 3-6 years old, and on 80-120 days postpartum without reproductive problems. No hormonal application was
carried out for ensuring estrous in cows. The ovarian examinations of the cows showing estrous symptoms were performed
by real-time ultrasound with 6-8 MHz lineer probe and the diameters of the follicles were recorded. The cows in Group |
(n=25), a gonadotropin releasing hormone (GnRH) analogue, buserelin acetate (Receptal®, intervet) recieved 2.5 ml of GnRH
intramucularly just at the time of artificial insemination. Group Il recieved 1.25 mL of GnRH, intramuscularly immediately at
the same time. The diameters of follicles at the time of inseminations were detected as 12.28+0.37 mm, 12.24+0.44 mm in
the group | and group Il respectively. The pregnancy rates were 80% (20/25) and 72% (18/25), in group | and group I
respectively (P>0.05). It was concluded that reducing the half dose of GnRH, which is performed to increase the pregnancy
rate in cows immediately at the time of insemination, did not affect the pregnancy rate.

Keywords: Cow, GnRH, Pregnancy rate.

Giris

ineklerde fertilizasyonun sekillenememesinin
en basta gelen nedenlerinden bazilari; ovulasyon
gecikmesi, ovulasyondan sonra yapilan tohumlama
ve anovulasyondur. Ostriis semptomlari sona
erdikten sonra 8-12 saat icerisinde ovulasyon
gerceklesmiyor ve bu siire 24 hatta 48 saati buluyor
ise o zaman geciken bir ovulasyon s6z konusudur.
Ovulasyonun geciktigi durumlarda, ovum vyaslan-
makta ve fertilizasyon kabiliyeti azalmaktadir
Ovulasyon mekanizmasindaki bozukluklar ¢ogunluk-
la hormonal kaynaklidir (Ding, 1990; Hartigan, 1995;
King, 1991; Kimura ve ark., 1987; Lafi ve Kaneene,
1988). Dominant folikll (DF) preovulator seviyeye
ulastiginda, 6stradioliin pozitif feedback etkisi ile
yeni bir GnRH salinimi uyarilir, GnRH hipofiz 6n

lobuna etki ederek luteinlestirici hormon (LH)
salinimini stimule eder, LH'nin etkisiyle de oositin
son olgunlasmasi ve ovulasyon sekillenir. Bu sirecte
bir aksama sekillenir, preovulatér 6stradiol, GnRH
ve dolayisiyla LH salinimini uyarmada vyetersiz
kalirsa bunun sonucunda DF ovule olmaz. ilaveten,
GnRH dretimi ya da salinimindaki bozukluklar
sonucu da preovulator LH piki sekillenmez (Alagam,
1999; Ding, 1990; ileri ve ark., 1993; Lucy ve ark.,
1992).

Gonadotropin salinim hormonu ve analoglari
ineklerde, ovulasyon o6ncesi LH pikinin baslatilarak
ovulasyonu saglamak, ovulasyon gecikmesi ve
anovulasyon sorunlarinin azaltmak, luteolizisi baski-
lamak veya inhibe etmek suretiyle korpus luteumun
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(KL) salgiladigi progesteron hormonu konsantras-
yonunu vyikseltmek, tohumlama sonrasi luteal
donemde aksesor korpus luteum olusumunu
uyarmak ve sonug¢ olarak gebe kalma oranlarini
artirmak icin sahada yaygin olarak kullanilmaktadir
(Peters, 2005; Schneider ve ark., 2006; Taponen ve
ark., 1999). Thatcher ve ark. (1993) GnRH’nin oosit
maturasyonunu etkileyerek fertiliteye olumlu
katkisinin oldugunu belirtmislerdir. Phatak ve ark.
(1986) yaptiklari galismada, tohumlama ile birlikte
kas i¢ci yoldan 100 pg GnRH uygulanan ineklerde
gebelik oranini %47.0, kontrol grubunda ise %37.7
olarak bulmuslardir. Anjum ve ark. (2010) 64 inekte
yaptiklari galismalarinda, hayvanlari iki esit gruba
ayirdiklarini, tedavi grubuna tohumlama aninda
GnRH uyguladiklarini, diger grubu ise kontrol grubu
olarak  kullandiklarini  ve  higbir  uygulama
yapmadiklarini, sonugta GnRH kullanilan grupta
%68.75, kullanilmayan grupta ise %37.5 gebelik
orani elde ettiklerini bildirmislerdir.

Bu c¢alisma gebelik oranlarinin artirilmasi
amaciyla ST sirasinda uygulanan GnRH’nin dozunun
yariya indirilmesinin gebelik oranlari izerine etkisini
belirlemek amaciyla yapildi.

Materyal ve Metot

Calisma, Hatay ilinde, kayitlarin diizenli olarak
tutuldugu, serbest sistem yari acik ticari sit inegi
isletmesinde gerceklestirildi. Hayvanlara kaba yem
olarak isletmede bulunan kuru ot ve misir silaji ile
birlikte by-pass protein diizeyi yliksek olan %20 ham
protein (HP) icerigine sahip konsantre yem,
karistirihp mix rasyon olarak verilmistir. Kaba yem,
konsantre yem orani kuru madde bazinda
¢alismanin baslangicinda %60 kaba yem, %40
konsantre yem olacak sekilde diizenlenmis, sit
veriminin artisi ile birlikte bu oran esit seviyeye
getirilmistir. Calismanin materyalini yaslari  3-6
arasinda degisen, postpartum 80-120 ginler
arasinda olan ve klinik olarak herhangi bir
reprodiiktif  probleme rastlanilmayan, viicut
kondisyon skorlari ortalama 2.5-3.0 civarinda 50
Holstayn irki inek olusturdu. Calismada ineklerin
Ostriis gostermeleri igin 6ncesinden herhangi bir
hormonal uygulama yapilmadi. Calisma slresince
Ostris belirtileri gosteren (baska bir inek Gzerine
atladigir zaman hareketsiz duran, diger ineklere
atlayan ve/veya wvulvasini koklayan ve/veya
vulvasindan ¢ara gelen) ineklerin  ovaryum
muayeneleri 6-8 MHz lineer problu real-time
ultrason (Falko, Pie Medical, Netherlands) ile
transrektal olarak yapildi ve ovaryumdaki mevcut
folikiilin ¢api kaydedildi. Daha sonra bir gruba (grup
I, n=25) ST aninda bir GnRH analogu olan Buserelin
asetat (Receptal®, 0.004 mg Buserelin/mL, intervet)
2.5 mL kas ici uygulandi. Diger gruba (grup Il, n=25)

ise ST aninda 1.25 mL buserelin asetat kas igi
uygulandi. Suni tohumlamalarin tamami 0&stris
belirtileri basladiktan 12 saat sonra ayni veteriner
hekim tarafindan yapildi. ineklerin gebelik muaye-
neleri tohumlama sonrasi 35. gilinde transrektal
ultrasonografi ile yapildi.

Elde edilen gebelik oranlar Ki-Kare testi ile
analiz edilirken, verilerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol edildikten
sonra gruplarin folikil ¢caplarinin karsilastiriimasinda
t-testi kullanilmistir. Analizler igin SPSS 14.0 paket
programindan yararlaniimistir. Veriler Ort+SE olarak
gosterilmistir.

Bulgular

Suni tohumlama anindaki folikiil ¢aplari grup |
ve IlI'de sirasiyla 12.28+0.37 mm, 12.24+0.44 mm
olarak belirlendi (Tablo 1). Gebelik oranlari grup | ve
I'de sirasiyla %80 (20/25), %72 (18/25) olarak
belirlendi. Elde edilen gebelik oranlari Tablo 2'de
sunulmustur. Calismada follikiil ¢capi ve gebe kalma
orani bakimindan gruplar arasinda istatistiki bir fark
tespit edilmemistir (P>0.05). Calismanin yapildigi yil
itibariyla tek bir hayvanda buserelin asetatin tam
doz yani 2.5 ml uygulanmasinin maliyeti 10 TL, ilacin
dozu vyariya dusirildiginde ise 5 TL olarak
belirlendi.

Tablo 1. Tohumlama anindaki folikil gaplari

Gruplar Folikiil gap1 (mm)
Grup | 12.28+0.37
Grup Il 12.24+0.44

P Degeri 0.141

Tablo 2. Elde edilen gebe kalma sayi ve oranlari

Gruplar Gebelik, n Gebelik, %
Grup | 20/25 80
Grup |l 18/25 72

P Degeri 0.371

Tartisma ve Sonug

Ovaryan folikiillin, GNRH uygulamasiyla ovule
olup olmayacagi, graniiloza hicrelerindeki LH
reseptorlerinin ekspresyonuyla iliskilidir. Luteinles-
tirici hormon reseptorlerinin, folikller dalganin
ortaya ¢tkmasindan 3 giin sonra, folikll deviyasyon
noktasina ulastiginda yani dominant foliktl 8.5 mm
capina ulastigl zaman ortaya ciktigl ifade edilmek-
tedir (Ginther ve ark., 1996; Martinez ve ark., 1999).
Dominant folikiilin c¢api 9-10 mm’ye ulastiginda
folikdl ici Ostradiol-17B diizeyi artarak FSH salinimi
baskilanmakta, LH reseptorleri artmaktadir. Bu
donemde luteal regresyon olusursa, kan
progesteronun dizeylerinin diismesine bagh olarak
LH salinimi artmakta ve dominant folikiil ovule
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olmaktadir. Dolayisiyla ¢apt 9-10 mm’ye ulasan
dominant folikil ovule olma vyetenegine sahip
oldugundan GnRH ve analoglari, ovulasyonun uyaril-
masi amaciyla kullanilabilmektedir (Arthur ve ark.,
1989; Lucy ve ark., 1992; Jainudeen ve ark., 2000).
Sunulan calismada ST anindaki folikil ¢aplari grup |
ve II'de sirasiyla 12.2840.37 mm, 12.24+0.44 mm
olarak belirlendi ve dominant folikillerin GnRH’a
yanit vermeme riski elemine edildi.

ineklerde ST ile birlikte yapilan GnRH
uygulamasinin gebelik oranlarini 6nemli oranda
artirdigi bilinmektedir (Pursley ve ark., 1997; Peters,
2005). GnRH, ovulasyonu uyarmak amaciyla
Ostristin baslangicinda, ST'den 5-6 saat Once veya
ST sirasinda kullanilabilmektedir Endojen LH salini-
mi, Ostris sliresi ve ovulasyon arasindaki kronolojik
iliski, spermatazoon ve oositin yasama siresi goz
ontine alindiginda, GnRH’nin ST sirasinda veya 6
saat oncesinde yapilmasi 6nerilir (Kimura ve ark.,
1987; Rosenberg ve ark., 1991; Taponen, 2003).
Mee ve ark. (1990)'da ostriisin dogru tespitinin
GnRH uygulamalarina yanit alinmasinda Onemli
oldugunu ifade etmislerdir. Ekzojen GnRH
uygulamasi, beklenen LH dalgasindan énce yapilirsa
yani ovulasyonun erken indlksiyonu luteal
fonksiyonun kisalmasina yol acar dolayisiyla da
fertiliteyi olumsuz etkiler (Taponen, 2003). Pursley
ve ark. (1995) calismalarinda ovulasyonun erken
indiiksiyonun daha kiiguk folikullerin ovule olmasina
neden olduguna dikkat cekmislerdir. Metostris
evresinde GnRH enjeksiyonu yapilmasi ise, izleyen
luteal fonksiyonu etkilemekte ve progesteron
seviyesinde azalmaya neden olmakta fertiliteyi
olumsuz etkileyebilmektedir. Macmillan ve ark.
(1986) tohumlamadan 1-3 gin sonra GnRH
enjeksiyonu  yaptiklari  ¢alismalarinda  gebelik
oraninin %10.9 oraninda azaldigini, Rodger ve
Stormshak (1986) ve Martin ve ark. (1990)
tohumlamadan 2 giin sonra GnRH enjeksiyonu
yaptiklari calismalarinda izleyen luteal evrede daha
diisuk progesteron seviyesi oldugunu tespit etmis-
lerdir. Calismada her iki grupta da suni
tohumlamalar ve GnRH enjeksiyonlari, 0Ostris
belirtileri (baska bir inek (izerine atladigl zaman
hareketsiz duran, diger ineklere atlayan ve/veya
vulvasini koklayan ve/veya vulvasindan cara gelen)
basladiktan 12 saat sonra yapildi. ilaveten ovaryum
muayeneleri de yapildi.

Hailu ve ark. (2015) 66 inekte vyaptiklari
galismada, hayvanlart 3 gruba ayirdiklarini,
tohumlama aninda kas igi, 1.gruba 20 pg buserelin
asetat, 2. gruba 10 pg buserelin asetat ve 3. gruba
herhangi bir uygulama yapmadiklarini, gebelik
oranlarinin sirasiyla 1, 2 ve 3. grupta %68, %59 ve
%32 oldugunu bulmuslar, GnRH uygulamasinin
tohumlamada gebelik oranini artirdigini ve tam doz
GnRH grubunda yarim doz uygulanan gruptan daha

yuksek gebelik orani belirlemislerdir. Srivastava ve
Kharche (2002) tarafindan ineklerde, ST aninda 20
ug dozda buserelin uygulanan grupta %40 gebelik,
10 pg uygulan grupta %28, elde etmislerdir ve 20 ug
GnRH enjeksiyonu yapilan grupta daha vyiksek
gebelik orani elde edildigi rapor edilmistir.
Rastegarnia ve ark. (2004) mandalarda yaptiklari
calismalarinda, 50 ve 100 pug Gonadorelin uyguladik-
larini, ovulasyon oranlarinin 100 pg uygulanan
grupta daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.
Kharche ve Srivastava (2007) doél tutmayan
ineklerde 3 grup hayvanda vyaptiklari ¢alismada
tohumlama aninda 20 pg, 10 pg buserelin asetat ve
kontrol grubuna fizyolojik tuzlu su verdiklerini ve
gebelik oranlarini sirasiyla %45, %25 ve %17 olarak
saptadiklarini, sonu¢ olarak GnRH uygulamasinin
gebelik oranlarini artirdigini (P<0.05) savunmakta-
dirlar. Karaca ve ark. (2009) laktasyondaki ineklerde
ovsynch protokoli sirasinda azaltilan GnRH dozu-
nun ovulatér folikiil ¢capi, ovulasyon orani ve gebe
kalma (zerine etkisini degerlendirmek amaciyla
diizenledigi calismalarinda, bir gruba 10.5 ug, diger
gruba 5.25 ug GnRH enjekte ettiklerini, sonug olarak
ovulator folikil ¢aplarinda, ovulasyon oranlarinda
ve gebe kalma oranlarinda farkhlik bulunmadigini
bildirmislerdir. Calismada gebelik oranlari grup | ve
I’'de sirasiyla %80 (20/25), %72 (18/25) olarak
belirlendi. Tohumlamalar sonucu elde edilen gebelik
oranlari yizdesi arasindaki farkhhklarda ki-kare
yontemiyle istatistiki olarak degerlendirildi ve iki
grup arasindaki fark énemsiz olarak (P>0.05) olarak
tespit edildi.

Fricke ve ark. (1998) iki grup hayvanda
yaptiklari ovsynch ¢alismasinda, bir GnRH analogu
olan cystorellin’i bir gruba 100 pg, diger gruba ise 50
pug uyguladiklarini, her iki gruptada benzer LH
aktivitesi elde ettiklerini, dozun yariya disirilme-
sinin ovulasyon oranlarini ve gebelik oranlarini
etkilemedigini, sonugta inek basina 6.40 dolar ilag
tasarrufu sagladiklarini ifade etmektedirler. Benzer
bir calismada, Yamada ve ark. (2002) postpartum
40-150. gilinler arasindaki 114 inekte vyaptiklari
ovsynch calismasinda, hayvanlari iki gruba ayirdik-
larini, bir gruba bir GnRH analogu olan fertirelin’i
100 pg, diger gruba ise 50 ug dozunda
uyguladiklarini, gebelik oranlarini sirasiyla %59.5,
61.1 olarak elde ettiklerini, GhnRH dozunun yariya
indirilmesinin gebe kalma oranlarini etkilemedigini
ve ilag maliyetinin distrilmesine olanak sagladigini
tespit etmislerdir. Sunulan g¢alismada ise tek bir
hayvanda buserelin asetatin tam doz yani 2.5 ml
uygulanmasinin maliyeti 10 TL, ilacin dozu yariya
duslrildiginde ise bu maliyetin 5 TL oldugu
goriildii. Postpartum 60. gline kadar olan ineklerde
veya sebebi kesin olarak saptanamayan infertilite
olgularinda, tohumlama aninda yapilan GnRH
enjeksiyonlarinda dozun artmasina paralel olarak
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ovulasyon gecikmesi ve anovulasyon gibi sorunlar-
dan o6nemli oranda korunulabilecegi, gebe kalma
oraninin artabilecegi belirtilmektedir. Fakat hormo-
nal dengenin olusmaya basladigi postpartum 10-12.
haftadan sonra ve herhangi bir reprodiiktif sorunu
belirlenemeyen ineklerde, tohumlamayla birlikte
uygulanan GnRH enjeksiyonlarinda dozun artirilma-
sinin  gebelik oranlarini  6nemli  bir sekilde
yukseltmedigi ifade edilmektedir (Alagam ve ark.,
1986; Grunert ve ark., 1978; Lee ve ark., 1983).
Calismadaki ineklerin postpartum 80. giin ve
sonrasinda olmasi ve herhangi bir reprodiktif
problemlerinin olmamasi, GnRH dozunun vyariya
duslrilmesine ragmen gruplar arasinda fark
¢ikmamasinin nedeni olabilir.

Sonug olarak ineklerde gebelik oranlarinin arti-
rilmasi amaciyla ST sirasinda uygulanan GnRH’nin
dozunun vyariya indirilmesinin gebelik oranlarini
etkilemedigi gérildi. ineklerde tohumlama aninda
yapilan GnRH enjeksiyonu ek bir ilag masrafi olarak
duslinllebilir  fakat bu uygulamanin  gebelik
oranlarinin artirlmasinda katkisi oldugu varsayil-
maktadir.  Calismanin  GnRH  uygulamalarinin
maliyetini azaltarak yayginlasmasinda katkida
bulunacagi dislnilda.
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Abstract: This study was aimed to determine the performance of cytopathology for the diagnosis of B. canis on the basis of
a comparison with culture, PCR and ELISA results. For this purpose, swabs for cytological, molecular and bacteriological
examinations blood serum samples for serological tests were taken from 147 dogs which are suspected to have genital
infection.. While the cytological samples were stained with May-Griinwald Giemsa solution, the swab samples were tested
by bacteriologically and PCR and the serum samples were assayed by ELISA. According to the results, while ELISA yielded a
seropositivity rate of 11.5%, PCR demonstrated a positivity rate of 1.8%. No B. canis could be isolated from the samples
were taken for bacteriological examinations. At cytological examination, it was observed that the samples contained
coccobacilli presented with abundant neutrophil leukocytes and macrophages. Some of these immune cells and epithelial
cells were observed to contain round/oval shaped bacteria in their cytoplasm. The results of this study suggest that
cytopathology can be used for auxiliary test for the diagnosis of brucellosis.

Keywords: Brucella canis, Cytopathology, PCR, ELISA.

Brucella canis’in Tanisinda Eksfolyatif Sitopatoloji Verilerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(PZR), Kiiltiir ve ELISA Yontemleri ile Karsilagtirmasi

Ozet: Bu calismada, B. canis’in tanisinda sitopatolojik yéntemin kullanilabilirliginin PCR, kiiltiir ve ELISA yéntemleri ile
belirlenmesi amaglandi. Bu amagla toplam 147 genital sistem enfeksiyonu stiphesi olan képekten alinan sitolojik, swap ve
kan serumu ornekleri incelendi. Sitolojik 6rneklere May Griinwald Giemsa boyamasi yapilirken, mikrobiyolojik incelemeler
amaciyla elde edilen swaplar bakteriyolojik kiltiir ve PCR ile test edildiler. Serum 6rnekleri ELISA ile test edildi. Yapilan
¢alismalar sonucu ELISA yontemiyle yapilan incelemelerde %11.5 oraninda seropozitiflik, PCR yonteminde ise %1.8 oraninda
pozitiflik tespit edildi. Bakteriyolojik muayene igin alinan 6rneklerde B. canis izole edilemedi. Sitolojik incelemelerde
kokobasil ile beraber gok sayida nétrofil 16kosit ve makrofajla karsilasildi. Yer yer bu hicrelerin ve epitel hiicrelerin
sitoplazmasinda yuvarlak-oval sekilli etkenlerle karsilasildi. Yapilan bu galismanin sonuglari sitopatolojinin brusellanin
tanisinda yardimci bir test olarak kullanilabilirligini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Brusella canis, Sitopatoloji, PCR, ELISA.

Introduction

B. canis is a ubiquitous zoonotic bacterial
pathogen, which causes abortion and infertility in
dogs (Carmichael, 1990; Hollet, 2006). The very few
studies conducted to date in humans and animals
suggest a serological prevalence ranging between
7.45%-12.7% for infection with this pathogen (Diker
et al., 1987; Kustritz, 2005; Oncel et al., 2005; Sayan
et al.,, 2011). Brucellosis is diagnosed based on
bacteriological, serological and molecular tests. To
the authors’ knowledge, to date, only one study has
been conducted on the isolation of B. canis in
Turkey. The definitive diagnosis of B. canis infection
is made by either bacterial isolation from blood,
vaginal secretion, foetal and placental tissues and

semen or by molecular techniques (Alton et al.,
1988; Corbal et al., 1979). The polymerase chain
reaction (PCR) is an ideal diagnostic alternative in
that, when compared to bacterial isolation, it
produces results within a shorter time period, does
not require the use of viable bacteria and offers a
practical and affordable option (Keid et al., 2007).
Cytopathology has a wide area of use in the
diagnosis of neoplasms, monitoring of tumour
development, follow-up of tumour treatment,
diagnosis of inflammatory lesions, bacterial identify-
cation and epidemiological research. However,
cytopathological data yield more accurate results
when complemented with other diagnostic
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methods (Boon et al., 1982; Ghisleni at al., 2006;
Watchel, 1964; Wellman, 1990).

This study was aimed at determining both the
usability of cytopathology for the diagnosis of
brucellosis and the accuracy of this method when
supported with culture, ELISA and PCR results.

Material and Methods

Cytological, bacteriological and serum samples
taken between the years 2013 and 2016 from 147
sheltered dogs (42 males and 105 females) of
different breed, sex and age, which were suspected
of having genital infection due to the presence of
clinical signs including genital discharge, metritis,
posthitis and conception failure, constituted the
material of the study. This study was conducted
with the approval of the Local Ethics Committee of
DOLVET-HADYEK (04.04.2014/2014-21). All proce-
dures were carried out in compliance with the
relevant national laws relating to the conduct of
animal experimentation.

Cytopathological Method: Samples intended for
cytopathological examination were taken for the
application of exfoliative cytology technique. For
this purpose, in the female animals, cell samples
were collected by rolling sterile cotton swabs over
the caudo-dorsal vaginal mucosa, such that contact
with the vulva was avoided. In the male animals,
the swabs were rolled over the preputial mucosa.
The cotton tips of the swabs were gently placed on
glass slides and rubbed over their surface so as to
transfer the cells onto the slides. Subsequently, the
smears were air-dried and stained with the May-
Grinwald Giemsa method. Firstly, the smears were
maintained in May-Grinwald solution for 5
minutes. Later, they were washed with distilled
water for 30 seconds to remove the excess dye. For
cytoplasmic staining, the smears were stained with
Giemsa solution for 15 minutes. Then the smears
were washed under tap water, air-dried and finally
examined by light microscopy.

Bacterial Isolation and Identification: For the
isolation of B. canis, the vaginal and preputial swabs
taken from the dogs were cultured in tryptic soy
broth, which contained serum (5-10%) and dextrose
(1%) and was supplemented with amphotericin B (1
ug/ml) and vancomycin (20 ug/ml) for selectivity.
These selective and enriched media were incubated
at 37°C in an atmosphere of 5-10% (v-v) CO: for a
period of 6 weeks. Each week they were sub-
cultured onto solid media. For this purpose, Farrell’s
medium (Farrel, 1974) and a modified Thayer-
Martin selective medium were used. Both media
were prepared in accordance with the methods

described by the World Organisation for Animal
Health (OIE) (OIE., 2009). Farrell's medium was
supplemented with Brucella selective supplement
(Oxoid, SR0083A) for selectivity. Samples that
yielded no bacterial isolation at the end of the 6-
week-period were considered to be negative.

Bacterial Strains and Antigen Preparation: In this
study, the M-strain of B. canis, obtained from the
culture collection of the microbiology laboratory,
was used for antigen preparation. A loopful of the
confirmed M-strain of B. canis was inoculated into
slanted Sabouraud's dextrose agar (SDA) tubes and
incubated at 37 °C for 48 hours. Antigen production
was performed as described by Barrouin-Melo et al.
(2007). Accordingly, non-viable cultures were
filtered through sterile gauze and centrifuged at
minimum 3500 xg for 10 minutes at a temperature
below 10 °C. After the supernatant was discarded,
the cells were suspended in PBS (pH 7.4) and
centrifuged twice more as described before. The
resulting final pellet was diluted with 10 ml of PBS
and autoclaved at 120 °C under 1.5 atmosphere
pressure for 20 minutes. Subsequently, the bacteria
solutions transferred into sterile Eppendorf tubes
were centrifuged at 12000 xg for 20 minutes at 4°C.
The supernatant was harvested and dispensed in
small volumes into sterile cryovial tubes so as to be
stored at -20 °C to be later used as the ELISA solid-
phase antigen.

Positive and Negative Sera: True positive and true
negative sera were obtained from the OIE Brucella
reference laboratory of the Animal and Plant Health
Agency (APHA) in Britain.

Indirect ELISA: For the performance of the indirect
ELISA method, a combination of previously
conducted techniques was employed (Nielsen et al.,
2007; Oliveira et al., 2011). The diluted ELISA solid-
phase antigen, prepared at the optimum antigen
concentration, and the antigen diluted in 0.05 M
sodium carbonate (pH 9.6) antigen-coating buffer
solution were distributed in a volume of 100 ul into
each well of 96-well flat-bottom polystyrene
microtiter plates (NUNC 692620). Subsequently, the
antigen-coated plates were incubated at 4 °C for 18-
24 hours and were later washed 5 times in PBS
containing 0.05% Tween 20 (PBS/T). Next, the
positive and negative sera, which were diluted at a
proportion of 1/200 with PBS/T, were added twice
for each serum sample, in a volume of 100 pl, into
the wells of the plates. The plates were covered and
incubated at room temperature for 1 hour. After
the plates were washed for a further 5 times, a
protein A/G conjugated with horseradish
peroxidase (HRPO) was diluted with PBS/T at the
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proportion indicated in the package insert and
distributed into each well at a volume of 100 pl.
After being incubated at room temperature for 1
hour, the plates were once again washed with
PBS/T 5 times, and added 100 pl of chromogenic
substrate (4.0 mM H:02 and 1.0 mM 2,2’-azino-bis
(3-ethyllbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammo-
nium salt in 0.05 M citrate buffer pH 4.5). After the
plates were maintained at room temperature for 10
to 15 minutes, they were added with 100 pl of 1ImM
sodium azide to slow down the reaction. Next, the
absorbance values of the wells were determined at
450 nm using an automatic ELISA reader (VERSAmax
3.13/B2573). The threshold value was determined
as the negative control mean plus 3 standard
deviations (SD).

Bacterial DNA Extraction and PCR: For the
extraction of B. canis DNA from the swab samples, a
nucleic acid isolation robot (Kurabo, model Quick
Gene 80) and a DNA isolation kit (QuickGene DNA
tissue kit S) were used in accordance with the

Table 1. Primers used for the amplification of the target DNA

manufacturer’s instructions. The extracted DNA was
stored at -20 °C until being used. The primers used
for PCR and the target area are shown in Table 1.
The amplification reaction mixture was prepared in
a volume of 50 pul, which contained 200 uM of each
dNTP, 50mM KCI, 10mM Tris-HCI (pH 9.0), 1.5mM
magnesium chloride, 0.5 uM of each primer, 1.25 U
Tag polymerase (Fermentas) and 5 pl of template
DNA. The amplification reaction was performed
according to the steps described below and by using
a Palm-Cycler (CG1-96) device. The PCR protocol
was as follows: 1X2 min 952C, 40X30 sec 95 °C,
40X30 sec 62 °C, 40X30 sec 72 °C and the final
extension 1X5 min 72 °C. While B. canis RM6/66
reference DNA was used as a positive control,
nuclease-free water was used as a negative control.
After the PCR was performed, 10 upl of each
amplicon were mixed with 1 pl of loading buffer
and loaded into the 2% agarose gel wells. Next, the
gel was stained with ethidium bromide (0.5 pg/mL)
for the visualisation of the DNA bands under UV
light.

Primer Sequence (5’-3’) Amplikon (bp) DNA target

ITS66f 5’-ACATAGATCGCAGGCCAGTCA-3’ 514 16S-23S rRNA

ITS279r 5’ AGATACCGACGCAAACGCTAC-3’ interspace region
Results

Cytopathological Results: Cytopathological exami-
nation demonstrated that the cases, confirmed to
have been caused by B. canis by the use of
molecular techniques, were characterized by dense
neutrophil leukocyte infiltration and the presence
of widely distributed macrophages. These cells were
partly necrotic. Part of the neutrophil leukocytes,
macrophages and epithelial cells contained many
round-oval shaped bacteria in their cytoplasm. In
these infected cells, the nucleus was observed to
have been pushed aside, and moreover, some of

the nuclei were observed to have degenerated.
Some of the preparations displayed a large number
of neutrophil leukocytes together with the
intracytoplasmic and extracellular presence of
nonspecific bacteria of varying size and shape (Fig.
1A-B).

The other diagnostic methods employed in this
study showed that these cases were negative for B.
canis. It was determined that the female cases,
which were confirmed to have bacterial infection,
were in the oestrus phase of the sexual cycle. In
some of the cases, free erythrocytes were also
observed.
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Figure 1A-B. Intracellular and extracellular, small and coccobacilli shape nonspecific bacteria (arrows),

May-Grinwald Giemsa, (A), (B).
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Bacterial Isolation and Identification: For isolation
B. canis, the vaginal and preputial swabs taken from
the dogs were inoculated into selective and
enriched tryptic soy broth containing amphotericin
B (1 pug/ml), vancomycin (20 pg/ml), serum (5-10%)
and dextrose (1%). These selective and enriched
media were incubated at 37 °C in an atmosphere of
5-10% (v-v) CO2 for a period of 6 weeks. Each week,
these cultures were subcultured onto Farrell’s
medium and a modified Thayer-Martin selective
solid medium. However, Brucella spp. were not
isolated within or at the end of this time period.

Indirect ELISA: In total, 157 serum samples were
tested using a home-made ELISA, in which M-strain
of B. canis was used as antigen. Thirteen of these
serum samples produced a positive reaction. Thus,
in result, 11.5% of the serum samples was found to
be positive for B. canis (Fig. 2).

LG

e i WL N ) N

Figure 2. Home made ELISA results (each sample was
tested duplicate).

Bacterial DNA Isolation and PCR: DNA was
extracted from the swab samples and was used for
the amplification of the 16S-23S rRNA interspace of
Brucella spp. by PCR. Out of the 110 swab samples
taken from the male and female animals, only 2
(1.8%) (the samples numbered 33 and 38) were
found to be positive for Brucella spp (Fig. 3).

Figure 3. PCR results using DNAs from swabs.

Discussion

Cytopathology has a wide range of use in the
diagnosis of tumours, the selection of the
appropriate treatment method for tumours on the
basis of their character, the monitoring of the
development of tumours and their post-treatment
follow-up, the diagnosis of inflammatory lesions
and causative agent identification in such cases,
post-mortem examination and epidemiological
research (Boon et al.,, 1982; Ghisleni et al., 2006;
Watchel, 1964; Wellman, 1990). Despite its
advantages, the cytopathological method is known
to produce more accurate results when supported
with other diagnostic methods. In the present
study, the usability of cytopathology for the
diagnosis of B. canis infection and the accuracy of
this method was assessed on the basis of a
comparative evaluation with PCR and ELISA
techniques. The results of the present study
demonstrated that the cytopathological findings
were in agreement with the results of the other
diagnostic methods used.

The presence of B. canis infection in Turkey has
been documented with serological research. In
1983, serum samples taken from 134 healthy dogs
in the Ankara province were tested by 2-
mercaptoethanol added tube agglutination test
(ME-TAT), which yielded a seropositivity rate of
6.7% (Istanbulluoglu and Diker., 1983). In 1987,
employed the same test to 222 canine serum
samples and obtained similar results (a
seropositivity of 6.3%) (Diker et al., 1987). Most
recently, in 2005, 362 serum samples collected in
the izmir and istanbul provinces were tested by
TAT, ME-TAT and ELISA techniques, which produced
seropositivity rates of 12.7%, 7.73% and 7.45%,
respectively (Oncel et al.,, 2005). Nevertheless,
research conducted in this particular area is scarce
and there is not enough data to elucidate the
current situation of canine brucellosis in Turkey. In
the present study, which was carried out in the
Sanliurfa  province, the seropositivity rate
determined in the tested dogs was 11.5%, whilst
the PCR results demonstrated a positivity rate of
1.8%. The results obtained in this study suggest that
the prevalence of the disease in Turkey may be
higher than the rates previously indicated in
literature reports. Further regional studies would
contribute to determining the true prevalence of
the infection.

Canine brucellosis is generally diagnosed by
bacteriological and serological tests. For this
purpose, blood, vaginal secretion, foetal and
placental tissues and semen are used to isolate the
causative agent (Flores-Castro and Carmichael,
1978; Johnson and Walker., 1992; Moore and
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Gupta, 1970). More than 50% of infected dogs
remain bacteremic for at least 1 year. The isolation
of the causative agent being burdensome and time-
consuming and isolation not being able to be
achieved in the very early and chronic phases of the
disease have increased the importance of the
serological diagnosis of canine brucellosis
(Carmicheal, 1990; Hollett, 2006; Johnson and
Walker, 1992). Nevertheless, despite the
advancements achieved in diagnostic techniques, it
is observed that the diagnostic process has
lengthened. On the other hand, there is a need for
the availability of more rapid and reliable tests that
can be used on the field by veterinary practitioners
for the diagnosis of infectious diseases. The results
of the present study showed that cytopathology, of
which the advantages have been described above,
can be used for the early diagnosis of infectious
diseases.

In the present study, among the animals
included in the sampling frame, the seropositivity
rate was determined to be 11.5%, whilst the PCR
results demonstrated a positivity rate of 1.8%. To
date, only very few studies have been conducted on
the serological diagnosis of canine brucellosis in
Turkey (Diker et al., 1987; istanbulluoglu and Diker,
1983; Oncel et al.,, 2005). The results obtained in
the present study do not fully agree with the results
reported in previous research (Diker et al., 1987;
Oncel et al., 2005), but show partial similarity. The
positivity rate determined by ELISA in the present
study is two-fold higher than the positivity rates
previously reported for canine brucellosis. In study,
no B. canis could be isolated. This might be
attributed to the vaginal shedding of the agent
being intermittent and at a level lower than the
number of bacteria found in the aborted foetus and
its membranes. Furthermore, serological tests are
indirect tests and bear a high risk of producing cross
reactions. Thus, high seropositivity rates may partly
arise from such cross reactions.

Rapid cytological procedures, which are still
being developed and require not much laboratory
equipment to be employed, are gaining an
increased importance in the diagnosis of diseases.
In particular, the use of this method for the
diagnosis of breast and cervix cancer in humans has
enabled a decrease in the number of cases that
would otherwise result in infertility and even death
if they had remained undiagnosed. Although the
data obtained in the present study is limited, the
results obtained suggest that cytopathology could
be used for the early diagnosis of canine brucellosis,
which is an infectious genital disease of dogs.
Different from our results, Madoz et al. (2014)
reported that the cytological method proved to be
inadequate for the diagnosis of bovine subclinical

endometritis. In their study, in which they
compared the performance of the cytological and
bacteriological methods in the diagnosis of
tuberculous lymphadenitis, Abdista et al. (2014)
reported that the cytological method offered a high
sensitivity but low specificity. In another study,
Powers (1998) indicated that the cytological
method is not adequate for diagnosis when used
alone and needs to be complemented with other
diagnostic techniques.

In result, the data obtained in the present
study demonstrated the usability of cytopathology
as thee auxillary test for diagnosis of B. canis
infection in domestic animals. However, the
number of material used, and thus, the data
obtained in this study being limited requires the
conduct of further more comprehensive studies.
Furthermore, the present study showed that
cytology fell short in the identification of
nonspecific bacteria, which were detected in some
of the cases investigated. This demonstrated that
while cytology is highly sensitive, it is lowly specific.
Therefore, results obtained with cytology should be
complemented with clinical anamnesis data and the
results of other diagnostic techniques. The results
of the present study are expected to both provide
data for veterinary practitioners and contribute to
future cytopathological and bacteriological research
in this field.

Acknowledgment

This study was supported by Management of
Scientific Research Projects of the Harran University
(HUBAK) (Project number: 14167).

References

Abdissa K, Tadesse M, Bezabih M, Bekele A, Apers L,
Rigouts L, Abebe G, 2014: Bacteriological methods
as add on tests to fine-needle aspiration cytology in
diagnosis of tuberculous lymphadenitis: can they
reduce the diagnostic dilemma?. BMC Infect Dis, 31,
14,720.

Alton, GG & Institut national agronomique Paris-Grignon,
1988: Techniques for the brucellosis laboratory.
Institut Nacional de la Recherche Agronomique,
Paris.

Barouin-Melo SM, Poester FP, Riberio MB, Alcantara AC,
Aguiar PHP, Nascimento IL, Schaer RE, Nascimento
RM, Freire SM, 2007: Diagnosis of canine brucellosis
by ELISA using an antigen obtained from wild
Brucella canis. Res Vet Sci, 83, 340-346.

Boon GD, Rebar AH, Denicola DB, 1982: A cytologic
comparison  of  Romanowsky  stains  and
Papanicolaou-type stains. l. Introduction,
methodology and cytology of normal tissues. Vet
Clin Path, 11, 22-30.

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2017; Cilt: 6, Sayi: 1 55


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abdissa%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25551280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tadesse%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25551280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bezabih%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25551280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bekele%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25551280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Apers%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25551280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rigouts%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25551280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abebe%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25551280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25551280

Harran Univ Vet Fak Derg, 2017; 6 (1): 51-56

Research Article

Carmichael LE, 1990: Brucella canis. In: Animal brucellosis,
Ed; Nielsen K, Duncan JR. Boca Raton: CRC Press;
335-350.

Corbel MJ, Bracewell CD, Thomas EL, Gill KPW, 1979:
Techniques in the identification of Brucella species.
In: Identification Methods for Microbiologists, 2nd
ed., Ed; Skinner FA & Lovelock DW, pp:86-89,
Academic Press, London, UK and New York, USA.

Corbel MJ, Hendry DMFD, 1983: Methods for the
identification of Brucella. Booklet 2085. Ministry of
Agriculture, Fisheries and Food, Lion House,
Alnwick, Northumberland, UK.

Diker KS, Aydin N, Erdeger J, Ozyurt M, 1987: A serologic
survey of dogs for Brucella canis and Brucella
abortus and evaluation of mercapto ethanol
microagglutination test. Ankara Univ Vet Fak Derg,
34, 268-277.

Farrell 1D, 1974: The development of new selective
medium for the Isolation of Brucella abortus from
Contaminated Sources. Res Vet Sci, 16, 280-286.

Flores-Castro R, Carmichael LE, 1978: Canine brucellosis.
Current status of methods for diagnosis. Cornell Vet,
68, 76-88.

Ghisleni G, Roccabianca P, Ceruti R, Stefanello D,
Bertazzolo W, Bonfanti U, Caniatti M, 2006:
Correlation between fine-needle aspiration cytology
and histopathology in the evaluation of cutaneous
and subcutaneous masses from dogs and cats. Vet
Clin Pathol, 35, 1, 24-30.

Hollett RB, 2006: Canine brucellosis: Outbreaks and
compliancei. Theriogenology, 66, 575-587.

Istanbulluoglu E, Diker S, 1983: An serological analysis of
Brucella canis. Ankara Univ Vet Fak Derg, 30, 14-18.

Johnson CA, Walker RD, 1992: Clinical signs and diagnosis
of Brucella canis infection. The Comp Cont Educ, 14,
763-772.

Keid LB, Soares RM, Vasconcellos SA, Chiebao DP, Salgado
VR, Megid J, Richtzenhain LJ, 2007: A polymerase
chain reaction for detection of Brucella canis in
vaginal swabs of naturally infected bitches.
Theriogenology, 68, 1260-1270.

Kustritz MVR, 2005: Pregnancy diagnosis and
abnormalities of pregnancy in the dog.
Theriogenology, 64, 755-765.

Madoz LV, Giuliodori MJ, Migliorisi AL, Jaureguiberry M,
Sota RL, (2014): Endometrial cytology, biopsy, and
bacteriology for the diagnosis of subclinical
endometritis in grazing dairy cows. J Dairy Sci, 97, 1-
7.

Moore JA, Gupta BN, 1970: Epizootiology, diagnosis, and
control of Brucella canis. J Am Vet Med Assoc, 156,
1737-1740.

Nielsen K, Smith P, Yu WL, Rojas X, Perez B, Conde S,
Samartino L, Robles C, 2007: Detection of ovine
antibody to Brucella ovis by indirect enzyme
immunoassay. J Immunoass Immunoch, 28, 243-250.

OIE, 2009: Manual of Standards for Diagnostic tests and
Vaccines. 3rd Edition, Caprine and ovinebrucellosis
chapter (2.7.2), Bovine Brucellosis chapter (2.4.3).
Office International of Epizooties, Paris, France.

Oliveira MZD, Vale V, Keid L, Freire SM, Meyer R, Portela
RW, Barrouin-Melo SM, 2011: Validation of an ELISA
method for the serological diagnosis of canine
brucellosis due to Brucella canis. Res Vet Sci, 90,
425-431.

Oncel T, Akan M, Sareyyupoglu B, Tel OY, Ciftci A, 2005:
Seroprevalance of Brucella canis infection of dogs in
two provinces in Turkey. Turk J Vet Anim Sci, 29,
779-783.

Power W, 1985: Cerebrospinal fluid lyphocytosis in acute
bacterial meningitis. Am J Med, 79, 2, 216-220.
Sayan M, Erdenlig S, Stack J, Kilic S, Guducuoglu H, Aksoy
HY, Baklan EA, Etiler N, 2011: A serological
Diagnostic Survey for Brucella canis infection in
Turkish Patients with brucellosis-Like symptoms. Jpn

J Infect Dis, 64, 516-519.

Watchel EG, 1964: Exfoliative Cytology in Gynaecological
Practice: Butterworth & Co.

Wellman ML, 1990: The cytologic diagnosis of neoplasia.
Vet Clin North Am Small Anim Prac, 20, 919-937.

*Corresponding Author: Nihat YUMUSAK

Harran University, Faculty of Veterinary Medicine,
Department of Pathology, Sanliurfa, Turkey.
e-mail: nihatyumusak@harran.edu.tr

56 Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2017; Cilt: 6, Sayi: 1


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/vcp.2006.35.issue-1/issuetoc

Harran Univ Vet Fak Derg, 2017; 6 (1): 57-62 Arastirma Makalesi

GAP Bolgesi’'nde Pestisit Satis Yerlerinde Calisanlarda Kolinesteraz

inhibitérleri ve Karaciger Enzim Diizeylerinin incelenmesi

Fatma MUTLUY, Zeynep SIMSEK?, Mehmet CICi®

IHarran Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Sanhurfa, Tirkiye.
2Harran Universitesi, Tip Fakiiltesi, Halk Sagligi Anabilim Dali, Sanlurfa, Tiirkiye.
3Harran Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Cevre Miihendisligi B6limii, Sanhurfa, Tirkiye.

Gelig Tarihi: 17.12.2016 Kabul Tarihi: 27.12.2016

Ozet: Pestisitler, zararlilara karsi kullanilan dogal veya sentetik kimyasal maddelerdir. Kimyasal pestisitler, niifus artisina
paralel olarak artan gida ihtiyacini karsilamak igin diinyanin her yerinde tarim zararhlariyla miicadele igin kullanimi hizla
artan maddelerdir. Pestisitlerin bilinen etkilerinden biri karboksilik esteraz yapisindaki enzimleri inhibe etmeleridir. Bu
enzimler, vicudun normal fonksiyonlarinin sirdirilmesi igin gerekli olan asetilkolinin pargalanmasinda rol alirlar.
Asetilkolinesterazin inhibisyonu ise butilin kolinerjik sinaps ve kavsaklarda asetilkolin birikmesine neden olur. Boylece uzun
donemde pestisit etkilenimi, depresyon, hafiza bozuklugu, uyku bozuklugu, halsizlik, hallsinasyon gérme gibi cesitli
rahatsizliklar ortaya gikarabilmektedir. Oldukga toksik kimyasal maddeler olan pestisitlerin kullanimindaki artis, toplumun
etkilenme riskini de arttirmaktadir. Ozellikle uygulamayr yapan kisilerin maruziyetleri tzerine yapilmis c¢alismalar
bulunmakla birlikte, satis yerlerinde galisanlar lizerindeki saglik etkilerine dair ¢alismalar sinirlh dizeydedir. Pestisit satis
yerlerinin artisina paralel olarak, uygulayan kisilerin yani sira bunlarin muhafazasini ve satisini yapan kisilerin de bu
maddelerden etkilenim diizeylerini belirlemek 6nemlidir. Bu arastirmada, pestisit satisi yapilan yerlerde galisanlarin etkilenis
diizeylerini belirlemek amaglanmistir. GAP illerinin Gida Tarim ve Hayvancilik il Midirliikleri’nden temin edilen bayi
listesinden 6rneklem segimi yapilarak 399 kisiye soru formu uygulanmis ve 10 cc kan ornegi alinmistir. Kanlar santrifij
edildikten sonra, serumda bazi biyokimyasal parametrelere bakilmistir. Pestisitlerin karaciger fonksiyonlarina etkileri ile ilgili
olarak elde edilen sonuglar 6rneklemde yer alan isgilerin pestisitlerden olumsuz yénde etkilendiklerini gostermektedir.
Pestisitlerle dogrudan temasta olan tarim ilaci satis bayilerinde cgalisanlar, periyodik olarak kan testlerinden gegirilip
kolinesteraz diizeyleri siirekli kontrol altinda tutulmali, normalin altindaki enzim diizeylerinde bir siire ortamdan uzak
kalmalari saglanmali ve galisma kosullari diizeltilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger enzimleri, Kolinesteraz inhibitérleri, Pestisit, Tarim ilaci bayii.

Investigation of Cholinesterase Inhibitors and Liver Enzyme Levels in Pesticide Dealer Workers of

GAP Region

Abstract: Pesticides are natural or synthetic chemicals that are used for pest control. The use of chemical pesticides is
increasing worldwide in parallel with the population growth and increasing food needs. One of the known effects of
pesticides is the inhibition of enzymes in the composition of carboxylic esterase. These enzymes take role in decomposing
the acetylcholine which is needed for sustaining normal body functions. The inhibition of acetylcholine causes its build up in
all cholinergic synapses. Thus, pesticide influence may lead to depression, memory impairment, sleeping disorders,
weakness, and hallucinations in the long term. The increase in use of pesticides which are quite toxic also raises the risk for
public. Although there are studies on especially the exposure of practicing personnel, the studies of the health effects on
personnel working in pesticide dealers are very limited. In parallel with the increase in number of pesticide dealers, it is
important to investigate the exposure levels by these chemicals on workers that are responsible for the sale and storage of
these materials. This study aims to determine the exposure levels of pesticide dealer workers. The list of dealers was
obtained from the city directorates of GAP cities of Ministry of Food and Agriculture and used for selecting the 399 samples
from whom 10 cc blood samples were taken. Some biochemical parameters were investigated after centrifuging the blood
samples. The results show that there are effects on liver functions of workers included in the sample as a result of pesticide
exposure. The workers who are in directly contact with pesticides should be periodically tested for cholinesterase levels and
be continuously placed under control, the workers who have sub-normal enzyme levels should be removed from the work
environment for a period and their working conditions should be recovered.

Keywords: Cholinesterase inhibitors, Liver enzymes, Pesticides, Pesticide dealer.

Giris

Tarim kimyasallari, besinleri, pestisitleri, petrol
Urtnlerini, glbreleri, bitki blylime dizenleyicilerini
ve veteriner ilaclarini iceren pek ¢ok formilden
olusur. Bu kimyasallar cesitli formlarda (graniil, toz

gibi kiiguk pargaciklar veya blok seklinde kati olarak)
kullanilir. Ayrica aeresol, sivi, gaz olarak da
uygulanabilir (Ridgway ve ark., 1978). Pestisitler,
zararlilara karst kullanilan dogal veya sentetik
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kimyasal maddelerdir. Kimyasal pestisitler, nifus
artisina paralel olarak artan gida ihtiyacini
karsilamak icin diinyanin her vyerinde tarim
zararhlariyla micadele igin kullanimi hizla artan
maddelerdir. Pestisitlerin  tarimdaki faydasinin
yaninda, glivenli pestisit depolama ve uygulamalarin
yetersiz oldugu Ulkelerde yabani yasam, toprak, su,
cevre ve insan sagligi Gzerinde zararh etkileri bildiril-
mistir. Bu nedenle zararlilarla micadelede en son
tercih edilmesi gereken maddelerdir. Tarimda uygu-
lanan pestisitlerin sadece %10’u hedeflenen orga-
nizmaya ulasmakta, kalan miktar ise su, toprak,
hava ve ¢evreye yayilarak halk saghgini etkilemekte
ve hedef olmayan organizmalarda da zarara vyol
acmaktadir (Butinof ve ark., 2015).

Pestisitler, oldukca toksik kimyasal maddeler
olup, bilinen etkilerinden biri karboksilikesteraz
yapisindaki enzimleri inhibe etmeleridir. Asetil-
kolinesteraz ve psedokolinesteraz sinir sisteminin
saglkh calismasi icin gerekli iki 6nemli enzimdir.
Asetilkolin sinirler arasinda ve sinirlerden kaslara
iletimi saglar. Asetilkolin salindiktan sonra temizlen-
mesi gerekir yoksa ileti devam eder bu isi asetil-
kolinesteraz ve psedokolinesteraz yapar. Sinirler
arasina sinyallerin diizgln iletilmesi igin bu iki enzim
gereklidir. Asetilkolinesteraz hem sinir hem de
kirmizi kan hicrelerinde bulunurken, psedokolin-
esteraz ise sadece karaciger hiicrelerinde bulunur
(Vural, 2005). Genellikle organik fosforlu bilesikler
insektisit olarak kullaniimaktadir. Fosfor atomuna
cifte bag ile oksijen baglanmigsa fosfatlar, sulfir
baglanmissa tiyofosfatlar denir. Organik fosforlu
bilesikler, toksisitelerini asetil kolinesteraz enzimini
inhibe ederek gosterirler. Direkt etkili ve indirekt
etkili olarak ikiye ayrilirlar. Direkt etkililer P=0
yapisinda olduklari igin aktivasyona gereksinimleri
olmadan direkt kolinesterazi inhibe ederler. indirekt
etkililer P=S ihtiva eden kimyasallardir. Bu sebeple
tiyoester (P=S) bagi iceren ilaglarin etki mekaniz-
malari P=0’ya donlisimu ile aktivasyona ugrayarak
asetilkolinesterazi inhibe etmeleri seklinde olur.
Asetilkolinesterazin  inhibisyonu bitlin kolinerjik
sinaps ve kavsaklarda asetilkolin birikmesine neden
olur. Uzun doénemde pestisit etkilenimi depresyon,
hafiza bozuklugu, uyku bozuklugu, halsizlik,
hallsinasyon gorme gibi cesitli rahatsizliklar ortaya
cikarabilmektedir (Duydu, 2009). Pestisitlere uzun
siire maruz kalan tarim iscilerinin karaciger fonksi-
yonlarina bakilmis ve pestisitlere dogrudan
maruziyeti olmayan Kkisilerle kiyaslandiginda; bu
kisilerde protein dizeyleri anlamli bir sekilde
azalirken, AST, ALT, ALP ve LDH degerlerinde kontrol
grubuna goére anlamh bir artis gézlemlenmistir
(Comelekoglu ve ark., 2000).

icel’de yapilan bir galismada, tarim alaninda
calisan kisilerin plazmalarinda kolinesteraz enzimi-
nin aktivite degisimine bakilmis ve kontrol grubu ile

karsilastirildiginda kolinesteraz enzim diizeylerinde
%24.71 oraninda dlsts oldugu tespit edilmistir
(Zeren ve ark., 1998). Tunus’da vyapilan bir
calismada, tarimla ugrasan kisilerdeki biyokimyasal
ve hematolojik bulgulari Gzerine pestisitlerin etkileri
incelenmis ve uzun donemde pestisite maruziyetin,
butiril-kolinesteraz enzimini inhibe ederek damar ve
metabolik hastaliklarinin gelisimine imkan sagladigi
gorulmuisttur (Wafa ve ark., 2013). Diinya Saghk
Orguti  tarafindan 1992 vyilinda yapilan bir
arastirmaya gore her yil dinyamizda 3 milyon
zehirlenme olayinin yasandigr ve 220 000 olimin
gerceklestigi ortaya konulmustur (WHO, 1992).
Gelecekteki 50 sene icinde vyerylziinde pestisit
kullaniminda azalma olmayacagi, bilakis artis olacagi
ongorilmektedir. Sicakliklarin artmasi sebebiyle
Griin verimindeki azalmalardan dolay! elimizdeki
Griin mevcudiyetini koruyabilmek icin daha fazla
pestisit kullanmamiz gerekecegi tahmin
edilmektedir (Miraglyi ve ark., 2009.).

Bircok pestisitin, yarari yaninda, insanlara,
hayvan ve cevreye zarari dokunmaktadir. 1970'li
yillarin basindan itibaren vyapilmaya baslanilan
calismalarin sonucunda Kalici Organik Kirleticiler
(KOK) diye isimlendirilen tarim ilaglari (aldrin,
endrin, toksafen, klordan, dieldrin, heptakol,
mireks, DDT, heksaklorobenzen ve pentakloro-
benzen) bir takim durumlar haricinde kullanimdan
kaldirlmis, ayrica mevcut stoklar da izlenmeye
alinmistir (CFGI, 2013). Antibiyotiklerde oldugu gibi
pestisitler de gelisiglizel, kontrolsiiz kullanilmaktadir
(Demirddgen, 2010). Pestisitler tek basina
kullanildiginda zehirli olmasinin yanisira pargalana-
rak daha da zehirli yeni maddelerin olusmasina
sebebiyet vermektedirler (Tulice ve ark., 2002).
Pestisit satis yerlerinin artisina paralel olarak,
uygulayan kisilerin yani sira bunlarin muhafazasini
ve satisini yapan kisilerin de bu maddelerden
etkilenim dizeylerini belirlemek 6nemlidir. Bu
arastirmada, pestisit satisi  yapilan vyerlerde
calisanlarin  etkilenimlerini belirlemek amaglan-
mistir.

Materyal ve Metot

GAP llerinin Gida Tarim ve Hayvancilik I
Mdaddrliakleri'nden tarim ilaci satan bayi listesi
alinmis, ornek segimi yapilarak 399 kisi ziyaret
edilerek yliz ylize gérisme yontemiyle yas, cinsiyet,
o6grenim durumu, calisma siiresi, saghk yakinmala-
rindan olusan soru formu uygulanmis ve 10 cc kan
alinmistir. Serumlarda karaciger hasarini belirlemek
icin siklikla kullanilan enzimlerden aminotranfe-
razlarin [aspartat amino transferaz (AST-SGOT) ve
alanin amino transferaz (ALT-SGPT)] diizeyi,
asetilkolinesteraz (AChE) enzim diizeyi, alkalen
fosfataz (ALP), total protein (T.Protein), albimin
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(ALB) ve laktat dehidrogenez (LDH) enzim
diizeylerine spektrofotometrik metotla bakilmistir.
Elde ettigimiz bulgular standart degerlerle
karsilastirilarak enzim dizeyleri degerlendirilmistir.
Calisanlara ait verilerden, SPSS 15.0 veri giris ve
analiz programinda veri tabani olusturularak,
anketlerin ve laboratuar c¢alismalarinin sonuglari
girilmis ve biyoistatistiksel analizler yapilarak
tablolar  olusturulmustur. Bagimsiz  gruplarda
oranlarin karsilastiriimasinda Pearson’un Ki-Kare
testi uygulanmistir.

Bulgular

Calismaya katilan 399 kisinin %98.2’si erkek,
%1.8’i kadin olup yas gruplarina goére dagilimi,
%4.3'0 19 ve altinda, %21.3'l 20-29, %36.3’0 30-39,
%23.1'i 40-49 yaslari arasinda olup, yaklasik %14’
50 vyas ve (zerindedir (Tablo 1).Calismaya
katilanlarin  %10.3’G ilkokula gitmemis, %13.5i

ALT, ALP ve LDH degerleri agikta Uriin bulunma
durumuna gore istatistiksel olarak farklilik
gosterirken (P<0.05) , diger enzimlerde istatistiksel
farkhhk saptanmamistir (P>0.05). Tablo 4’te satis
yerinde muhafazali oda bulunma durumuna goére
enzim ortalama degerleri verilmistir. ALT ve ALB
degerleri muhafazali oda bulunma durumuna gore
istatistiksel olarak farklilk gosterirken (P<0.05),
diger enzimlerde istatistiksel olarak farklilk
saptanmamistir (P>0.05). Tablo 5’de satis yerinde
havalandirma diizeni bulunma durumuna goére
enzim ortalama degerleri verilmistir. ALT, TPROT,
ALB ve LDH degerleri havalandirma diizeni bulunma
durumuna gore istatistiksel farklihk gosterirken
(P<0.05), diger enzimlerde istatistiksel olarak
farklilik saptanmamistir (P>0.05). Tablo 6’da satis
yerlerinde calisanlarin pestisit uygulamasinda da
calisma durumuna gore, AST ve TPROT degerleri
istatistiksel farklihk gosterirken (P<0.05), diger
enzimlerde istatistiksel olarak farklilik

ilkokul terk, %34.1’i ilkokul 1. kademe, %11.5'i saptanmamigtir (P>0.05).

ilkokul 2. kademe, %9.0'u lise mezunu, %20.8'i
Uiniversite mezunudur. Bu kisilerin icinde en buyik
grubu %44.9 oraniyla 1-9 yil calisanlar, sonraki
blyik grubu da 1 vyildan az c¢alisanlar

Tablo 1. Pestisit Satis Yerlerinde Calisanlarin Yas
Gruplarina Gére Dagihmi

Yas gruplan, Yil Sayi %
olusturmaktadir. Tablo 2’de pestisit satis yerlerinde 19 ve alti 17 43
calisanlarin bazi enzim dizeyleri galisma sirelerine 20-29 85 21.3
gore incelendiginde; AST ortalama degeri 30-39 145 36.3
istatistiksel olarak farklilik gostermemesine ragmen 40-49 92 23.1
(P>0.05) ALT, TPROT, ALB, LDH ve AChE degerleri 50-59 36 9.0
istatistiksel olarak farkhlik géstermektedir (P<0.05). 60 ve lizeri 18 4.5
Tablo 3’te satis yerinde acgikta Urin bulunma Cevapsiz 6 1.5

Toplam 399 100.0

durumuna gore enzim ortalama degerleri verilmistir

Tablo 2. Pestisit satis yerlerinde galisanlarin galisma siirelerine gére enzim diizeylerinin dagilimi

Caligma Siiresi AST ALT ALP TPROT ALB LDH AChE
1Yildan az 17.4+8.9 13.8+8.4 78.5%36.6 7.3%0.7 4.2+0.4 274.4%226.2 9648.6+2280.1
1-9vil 18.9+8.5 21.5+14.0 68.7422.5 6.5+0.7 3.7+0.4 216.2+153.1 10046.4+2501.5
10 Yil ve iizeri 19.7+9.0 27.6+16.9 66.6+14.0 6.4+0.5 3.5+0.4 176.7+34.4 10783.9+2540.9
F Degeri 1.795 28.950 6.226 58.563 88.965 7.648 4.475
P Degeri 0.167 0.0001 0.002 0.0001 0.0001 0.001 0.012

Tablo 3. Pestisit satis yerlerinde agikta trlin satisi durumuna gére enzim diizeylerinin dagilimi

Agikta Uriin AST ALT ALP TPROT ALB LDH AChE
Satilma Durumu

Evet 18318.6  14.749.0  64.6t18.7 69409 3.9404  310.6+2555  9354.8+2096.3
Hayir 183493  19.3+14.0  6.9+0.8  3.9+04 3.9+0.5 231.4+181.7  10051.5+2458.5
T Degeri -0.003 2.241 2.340 0363  -0.368 2.621 -1.865

P Degeri 0.997 0.026 0.020 0717 0713 0.009 0.063
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Tablo 4. Pestisit satis yerlerinde muhafazali oda olma durumuna gore enzim dizeylerinin dagihmi

X::;f:rz::m AST ALT ALP TPROT ALB LDH AChE

Evet 18.319.6 17.9+12.9 71.3122.9 6.910.8 4.0+0.5 247.91200.8 9887.4+2447.7
Hayir 18.4+7.4 21.7£15.2 76.4134.2 6.710.7 3.8+0.5 222.31166.1 10212.9+2274.3

T Degeri -0.083 -2.105 -1.487 1.797 2.061 0.996 -1.019

P Degeri 0.934 0.036 0.138 0.073 0.040 0.320 0.309

Tablo 5. Pestisit satis yerlerinde havalandirma diizeni bulunma durumuna gore dagilimi

Havalandirma

Diizeni AST ALT ALP TPROT ALB LDH AChE
Evet 18.1+10.2 16.3+12.1 73.41£28.0 7.1+0.8 4.1+0.5 263.1+224.1 9791.5+2493.8
Hayir 18.77.7 21.9+14.6  71.6%23.1 6.710.7 3.8t0.5 214.6%143.6  10213+2308.6
T Degeri -0.635 -3.775 0.609 4.973 6.085 2.233 -1.559

P Degeri 0.934 0.0001 0.543 0.001 0.0001 0.026 0.312

Tablo 6. Pestisit satis yerlerinde galisanlarin pestisit uygulamasinda ¢alisma durumuna gore enzim diizeylerinin dagilimi

Pestisit Uygulama

AST ALT ALP TPROT ALB LDH AChE
Durumu
Evet 20.1+12.2 13.7+7.9 69.8425.4 7.5+0.7 4.2+0.5 338.0+299.9  9847.3+2326.6
Hayir 16.7+8.1 13.4+8.6 75.1+28.2 7.2+0.7 4.2+0.4  263.7+211.7  9329.9+2295.5
T Degeri 2.235 0.248 -1.215 2.388 0.617 1.947 1.411
P Degeri 0.027 0.804 0.226 0.018 0.538 0.053 0.160
Tartisma ve Sonug

Calismamiz pestisit satilan yerde calisan reseptorlerinin agir uyariimasina neden olur. AChE

iscilerde calisma siiresi ile kolinesteraz seviyesinin
azaldigini, karaciger fonksiyon testlerinden AST’nin
degismedigini, ancak ALT’nin arttigini, ALP, TPROT,
ALB ve LDH seviyelerinin azaldigini gostermistir
(Dokmeci ve Dokmeci, 2005). Her iki enzim de
vicutta pek c¢ok degisik dokuda bulunabilirken
onemli kisimlari karacigerden salinir. ALT karaciger
hasari icin daha spesifik bir gostergesi olup
(Sataloglu ve ark., 2007) ALT’nin artmasi karaciger
hasarinin  oldugunu gosterir.  TPROT ve ALB
karacigerin protein Ulretme kapasitesi ile ilgili
fonksiyonlarini gosterir. Bu parametrelerdeki dusis
yine bir karacigerin protein Uretimine etki eden bir
hasarin oldugunu gosterebilir (Eyer, 2003). ALB net
olarak bilinmese de wuzun slire pestisitlere
maruziyetin TPROT seviyesinde azalmaya sebep
oldugu bilinmektedir (Ghouri ve ark., 2010) . LDH
karaciger ve karaciger disinda bulunan ve karaciger
fonksiyon testi olarak kullanilan bir enzim olup,
seviyesindeki diisme yine yapimi ile ilgili bir defekte
isaret edebilir (Garg ve ark., 2004). Pek c¢ok
pestisitin antioksidan defanstaki enzimlerin etkisini
azalttigi bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda bazi
pestisitlerin eritrositlerde AChE’t ve antioksidan
enzimleri azaltarak oksidasyonu arttirdigi
gosterilmistir (Santi ve ark., 2011). Kolinesteraz
inhibisyonu, sinir sinapslarinda ve néromuskiler
kavsaklarda ACh’nin artmasina vyol agarak, ACh

inhibisyonuna 06zellikle organik fosforlu pestisitler
yol acar (Saydam ve ark., 2006). Ortaya ¢ikan klinik
bulgularin 6nemli bir kismi sinaptik aralikta asiri ACh
birikimi sonucunda ortaya ¢ikan nikotinik ve
muskarinik aktivite artisidir (Saritas ve ark., 2007).
Calismamizda pestisit satis yerlerinde galisma siresi
ile ACh artigi tespit edilmistir; en belirgin olarak 9
yildan  fazla ¢alisan isgilerde  gorllmustir.
Pestisitlerin 6zel muhafazalar icinde satiimasi yerine
acik olarak satilmasi hem buharlasma ve hem de
hava hareketlerinin etkisi ile ortam havasina
gecmesine neden olabilir. Pestisitlerin olumsuz
etkilerinden  kaginmak igin satis  yerlerinde
muhafazali bir oda bulundurulmasi &nemlidir.
Surekli ortada duran bu maddelerin havaya karisma
olasiligl artar. Pestisitlere solunumla maruziyet
sonrasinda bazi problemlere sebep olabilir
(Gungorda ve ark., 2013). Bu maddeleri satan ve
depolayan yerlerde havalandirma havada asil kalan
partikiillerin uzaklastirmasi acgisindan  gereklidir
(Aktar ve ark., 2009). Pestisit zehirlenmeleri,
kandaki kolinesteraz diizeyi Olgllerek ortaya
cikarilabilir. Solunum zorluklari, ©ksirik, burun
akintisi, gogliste daralma, gézde yanma ve sulanma,
uykusuzluk, dikkat dagilmasi gibi belirtiler Normalin
%20-25 altinda olan enzim dizeylerinde meydana
gelir (Akin ve ark., 1992).
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Yurdumuzda pek c¢ok pestisit satilirken
bunlarin, insana zararsiz oldugu iddia edilmektedir.
Ancak bilimsel olarak bu kimyasallarin hem insan
hem de cevre Uzerinde ¢ok zararli etkileri oldugu
kanitlanmistir. Buna gobre sadece bu sektorde
calisanlara degil topluma da gerekli egitimler
verilmeli ve insanlar pestisitler konusunda
bilgilendirilmelidirler (Ozay ve Arslantas, 2016).
Yapilan bir diger calismada ilaglama sektériinde
calisanlar ile zehirlenme 6n tanisi ile gelen kisilerde
erken tani amaciyla kolinesteraz seviyesine bakma-
nin 6nemi vurgulanmistir. ilaglama sektériinde
calisanlarda dizenli araliklarla kolinesteraz seviye-
sinin Olgclimiintin tanimlanmis merkezlerce yapilma-
si, konunun ehemmiyeti agisindan gereklidir. Ayrica
bu kisilerde kolinesteraz seviyesine bakilmasi
ekonomi ve is yukd bakimindan biyik Onem
tasimaktadir. Aksi taktirde uzun siireli maruziyet-
lerde onlem alinmazsa ciddi sonuglar ortaya
cikabilmektedir (Yiicesan ve ark., 2013). ABD’de
kolinesteraz inhibitori olan pestisitleri uygulayan
tarim iggilerinin, isverenleri tarafindan 6zel saghk
sigortasi yaptirilarak periyodik olarak enzim seviye-
lerinin Olglilmesi ve kayitlarin 7 yil boyunca saklan-
mas! yasal zorunluluk olarak yapilmaktadir. 30
ginlik periyotlar icinde 30 saat veya daha fazla bu
pestisitleri uygulayan iscilerin enzim seviyesine
bakmak ve sonuglarina gore gerekli 6nlemleri almak
isverenin sorumlulugu altindadir (Furman ve ark.,
2010).

Pestisitler soludugumuz havayla aldigimiz
besinlerle ya da baska vyollarla karsilastigimiz
kimyasallardir. Bundan kaginamadigimiza gore en
azindan saghgimizi korumak adina bu maddelerin
insanlarin saghgini tehdit etmeyecek miktarlarda
olmasi gerekir. Bu da gesitli 6nlemlerin alinmasi ve
denetimlerinin dizenli yapilmasi seklinde olur.
Ulkemizde bu denetim mekanizmasinin yetersiz
olmasinin yani sira mevcut mekanizma bile
yeterince iyi calistinlamamaktadir (Yanikoglu ve
ark., 2001). Pestisit satis bayilerinde satis
yapanlarin, yasa geregi ziraat mihendisi, eczaci,
ziraat teknisyeni veya bitki sagligi ile ilgili dersleri
alarak mezun olmus kisiler olmasi zorunluyken
sadece %48-80’i bu kosullari saglamaktadir. Satig
yerlerinde hijyeni saglamak icin gerekli olan lavabo
ve sabun, on isyerinden birinde mevcut bulunma-
maktadir (Simsek, 2016).

Tarim ilaci satis bayilerinde calisanlar, ¢ogu
zaman bilingsizce yanlis islemler yaparak kendi
sagliklarint  ve  toplum  saghgini  tehlikeye
atmaktadirlar. Bu kisilere periyodik olarak egitimler
verilmeli ve tarim ilaglari konusunda bilinglendiril-
melidirler. Bu bayiler de eczaneler gibi rutin
denetimlere tabi tutulmal; ¢calisma kosullari, satilan
Grlnler, is yeri saghg ve glvenligi acgisindan
incelenmelidir. Pestisitler de ayni ilaglar gibi

kontrole tabi regetelerle verilmelidir. Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi ile Saglik Bakanligi pestisitlerle
alakal yapilacak dizenlemelerde isbirligi yapmal,
pestisit Ureten, satan batin firmalar ve isyerleri
denetlenmelidir (Babayigit ve ark., 2014). Ulkemizde
bitin pestisitleri kapsayacak sekilde, (Uretici
firmalarin teknik gelismelere bagl olarak Guvenlik
Bilgi Formlari (GBF)'ni hazirlamasi, glincellemesi ve
ilgili birimlere dagitmasi zarureti yasal bir statlye
kavusturulmahdir. Pestisitlerle dogrudan temasta
olan tarim ilaci satis bayilerinde ¢alisanlar, periyodik
olarak kan testlerinden gegcirilip kolinesteraz
diizeyleri surekli kontrol altinda tutulmali, bu
toksikolojik analizlerin belirli merkezlerde yapilmasi
saglanip kayitlar tutulmali ve gerekli istatistikler
yapilmalidir. Bu sonuglar izlenerek etkilenim sinir-
larinin asilip asiimadigina bakilmalidir.  Normalin
altindaki enzim diizeylerinde bir slire ortamdan
uzak kalmalari saglanmali ve ¢alisma kosullar
dizeltilmelidir. Pestisitler, kontrolll olarak depolan-
masi, satilmasi ve kullanilmasi gereken kimyasal-
lardir. Ayrica pestisitlerin, cevreye ve halk saghgina
etkileri agisindan bilimsel olarak incelemeler
yapilmali bunun yani sira bu inceleme ve arastir-
malar da devlet tarafindan desteklenmelidir.
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Aydin ve izmir illerindeki Koyun ve Kegilerde Pestivirus Enfeksiyonunun

Serolojik ve Virolojik Olarak Arastirilmasi

Zafer Emin URAL, Nural EROL"
Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dali, Aydin, Tiirkiye.
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Ozet: Bu calisma ile Aydin ve izmir illerindeki koyun ve kegilerde pestivirus enfeksiyonunun serolojik ve virolojik olarak
arastirilmasi amaglanmistir. Calismada 128 adet kegi, 332 adet koyun olmak lizere toplam 460 adet hayvandan serum
ornekleri elde edildi. Alinan kan serumu 6rneklerinde, bovine viral diarrhea virusunun (BVDV) referans susu NADL
kullanilarak virus noétralizasyon testi ile antikor varhigi arastirildi. Toplam 348 adet (116 adet kegi, 232 adet koyun)
hayvandan alinan tam kan 6érnekleri pestivirus spesifik antijen varlig yoniinden ticari Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) (Serelisa” BVD p80Ag Mono Indirect, Synbiotics, Europe, Lyon, France) ile test edildi. Keci érneklerinin %41.40’inin
(53 /128), koyun o6rneklerinin ise %47.59’unun (158/332) seropozitif oldugu saptandi. Seropozitif bulunan toplam 211
serum 6rneginin %37.44’(inde 1/5, %34.12’sinde 1/10, %14.21'inde 1/20, %5.21’inde 1/40, %5.68’inde 1/80 ve %3.31’inde
ise 1/160 olarak SNso degerleri belirlendi. Test edilen tam kan 6rneklerinin antijen yéniinden negatif oldugu belirlendi. Bu
calismada, Aydin ve izmir illerinde &rneklenen koyun ve kegilerde viremik hayvan tespit edilmemis olmasina ragmen,
%45.87 (211/460) oraninda seropozitiflik saptanmasi pestiviruslarin bélgede sirkile oldugunu ve 6nemli ekonomik kayiplara
neden olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Antijen, Antikor, Kegi, Koyun, Pestivirus.

A Serological and Virological Investigation of the Pestivirus Infections in Sheep and Goats in
the Aydin and Izmir Provinces

Abstract: The objective of this study was serological and virological investigation of pestivirus infections in sheep and goats
in the Aydin and lzmir provinces. In the study, 460 serum samples were collected from 128 goats and 332 sheep. The
presence of antibodies in the blood serum samples was investigated using NADL, the reference strain for bovine viral
diarrhea virus (BVDV) in virus neutralization test. In total, 348 whole blood samples collected from 116 goats and 232 sheep
were tested for the presence of the pestivirus specific antigens using commercially available enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) (Serelisa® BVD p80ag Mono Indirect, Synbiotics, Europe, Lyon, France). 41.40% (53/128) of the goat and
47.59% (158/332) of the sheep samples were found to be seropositive. SNso values were 1/5 in 37.44%, 1/10 in 34.12%,
1/20 in 14.21%, 1/40 in 5.21%, 1/80 in 5.68% and 1/160 in 3.31% of the 221 seropositive serum samples. The whole blood
samples tested were negative for the antigen. Although no viremia was detected in any of the sheep and goat tested in this
study, the 45.87% (211/460) rate of seropositivity shows that Pestiviruses may be circulating in the region and may cause
significant economic losses.

Keywords: Pestivirus, Antigen, Antibody, Goat, Sheep.

Giris

sigirlarda, BDV’'nin ise koyunlarda benzer klinik ve
patolojik tablolar ile seyreden enfeksiyonlar

Border disease virusunu (BDV) igine alan
Pestivirus genusu, Flaviviridae ailesi igerisinde

siniflandirilmaktadir. Pestivirus genusu icerisinde
genel olarak BDV, bovine viral diarrhea virusu
(BVDV) genotip 1, BVDV genotip 2 ve klasik domuz
vebasi virusu (KDVV) olmak Uzere dort virus
bulunmaktadir. Bu viruslar birbirleriyle antijenik ve
genetik olarak yakin akrabadirlar (Lindenbach ve
ark., 2000). Ancak, BVDV ve BDV izolatlarinin
antijenik, fiziksel ve biyolojik olarak birbirlerine
yakinhklari daha fazladir. Viruslarin her biri enfek-
siyona sebep olduklari hayvan tiriniin yani sira
sigir, koyun, keci ve domuzlarda dogal ve deneysel
enfeksiyonlara sebep olmaktadirlar (Burgu ve ark.,
1987; Carlsson, 1991; Van Oirschot, 1983). Saha
calismalari ve deneysel ¢alismalar, BVDV’nin

gelistirdigini gostermistir (Carlsson ve Belak, 1994;
Van Oirschot, 1983). Eriskin koyun ve kecilerde akut
pestivirus enfeksiyonlarinda genel olarak hafif ates
disinda klinik bulguya rastlanmaz. Ancak gebe
hayvanlarda plasenta bariyerini asan etken fetusta
gebeligin dénemlerine gore farkh sonuglara yol agar
(Sawyer ve ark., 1991). Abort, prematire dogum,
zayif yavru ya da dogumu takiben &len yavrular
gorilebilir. Kuzularda siddetli tremor, arka ayaklar
ve sirt kaslarinda ritmik kontraksiyon, bas, kuyruk ve
kulaklarda titreme gibi sinir sistemi bulgularina
rastlanir. Ozellikle sirt ve boyun bélgesindeki yapag|
kopek kil goriniminde, karisik ve dayanikhligini
kaybetmistir (Hairy Shaker Disease). Ozellikle ko-
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yunlarda fotal enfeksiyonu takiben, yasamlar
boyunca virusu devamh sagan persiste enfekte (PE)
yavru dogumlari olusabilmektedir (Sawyer ve ark.,
1991). Hastaligin yayllmasinda PE hayvanlarin
onemi blyuktlir. Bu nedenle enfeksiyonun epidemi-
yolojisinde intrauterin bulasma olduk¢ca 6nemli bir
rol oynamaktadir.

Tirkiye'de pestiviruslarin varligi bircok ¢alisma
ile ortaya konulmustur (Burgu ve ark., 1984; 1987;
2001; Burgu ve Ozkul, 1993; Tan ve ark., 2006).
Ulkemizdeki kiiciik ruminantlarda pestiviruslarin
ekonomik kayiplara yol actigi ve abort olaylarinda
rol oynadigl bildirilmistir. Orneklenen kiiciik rumi-
nant surilerinde %0.06-3 arasinda degisen oranlar-
da etken varhg tespit edilmistir (Burgu ve ark.,
1984; 1987; 2001). Abort olaylarinda yapilan arastir-
malarda da %0.7 ile %100 arasinda degisen oranlar-
da pestivirus enfeksiyonu bildirilmistir (Albayrak ve
Ozan, 2012; Burgu, 1987; Hasircioglu ve ark., 2009).
Hayvanlarin saglikli olarak yetistirilebilmesi ve en
yuksek verimin elde edilebilmesi igin, enfeksiyoz
hastaliklardan koruma 6nemli bir rol oynamaktadir.
Bu amagla, viral hastaliklarin tanisinin yapilmasi ve
epidemiyolojik durumlarinin arastiriimasi micadele
yontemlerinin belirlenmesi ve gelistiriimesi igin
onemli bir kriterdir.

Bu calismada Aydin ve izmir illerindeki koyun
ve kegi vyetistiricili§i yapan isletmelerde BDV
enfeksiyonunun serolojik ve virolojik olarak varlig
ve yayginhk orani arastirilmistir. Calismada virus
antijeni taramasi yapilarak enfeksiyonun epizootiyo-
lojisinde olduk¢a 6nemi olan ve devamli virus sacan
persiste enfekte hayvanlarin tespit edilmesi ve
gorulme sikhginin saptanmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Orneklenen Hayvanlar: Bu calismada, Aydin ve
izmir illerinde bulunan o&zel sektére ait siri
kapasiteleri 20 ile 600 arasinda degisen 47 adet
isletmede bulunan koyun ve kecide BDV enfeksi-
yonunun varligi arastirildi. izmir ilinden 250, Aydin
ilinden ise 210 adet olmak lizere toplam 460 adet
hayvan 6rneklendi. Her iki ilde 128 adet kegiden ve
332 adet koyundan kan &rnegi alindi. Ornekleme
esnasinda hayvanlarin ait olduklari isletme, hayvan
turd, kulak numarasi, cinsiyet, irk, yas, saglk
durumu vb. bilgiler kaydedildi. Kan ornekleri 10’ar
ml kaolinli ve EDTA’l vakumlu tiliplere vena
jugularisten alindi. Kaolin iceren, tiplere alinmis
olan kan ornekleri 3000 g'de 10 dk. santrif{ij
edilerek serumlari ayrildi ve 56 °C’'de 30 dk.
tutularak inaktive edildi. Serum 6rnekleri -20 °C’de
saklandi. Tam kan ornekleri ise kan toplanmasini
takiben dondurulmadan antijen yoniinden test
edildi.

Hiicre Kiiltlirii: Virus Notralizasyon testi, Serum
Notralizasyonso (SNso) degerinin  hesaplanmasi,
BVDV virusunun {retilmesi ve enfeksiyozite
glicinin hesaplanmasi icin Madin Darby Bovine
Kidney (MDBK) (ATCC, CCL-22) hicre kiltura
kullanildi.

Virus: Pestivirusa karsi olusan antikorlarin tespiti
icin BVDV virusunun referans susu olan “NADL”
kullanildi.

Virus Noétralizasyon Testi ve Serum Notralizasyonso
(SNso) Testi: Elde edilen 460 adet serum 6rneginde
pestivirus spesifik notralizan antikor varliginin
tespiti icin Frey ve Liess’'in (1971) bildirdikleri
yontemden yararlanilarak, virus notralizasyon testi
(VNT) uygulandi. Pestivirus yoniinden seropozitif
oldugu saptanan kan serumlarinin antikor titre-
lerinin belirlenmesi icin, 96 gozIi pleyt lzerine iki
sira halinde 1/5, 1/10, 1/20,...1/160 oranlarinda
serum sulandirmalari hazirlanarak, Serum
Notralizasyonso (SNso) degerleri hesaplandi. BVDV
icin serum numunelerinin 96 gozli pleyt Gzerine iki
sira halinde vasat ile 1/5, 1/10, 1/20,...1/160
oranlarinda serum sulandirmalari hazirlandi.

Pestivirus antijenlerinin tespiti: Toplam 348 adet
(116 adet kegi, 232 adet koyun) hayvandan alinan
tam kan oOrnekleri pestivirus spesifik antijen varhgi
yoninden ticari Enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) (Serelisa® BVD p80Ag Mono Indirect,
Synbiotics, Europe, Lyon, France) ile test edildi. Test
pan-pestivirus spesifik proteini (p80) akut, kronik ve
persiste viremik hayvanlarda saptayabilmektedir.
Test dretici firmanin onerdigi prosediire goére
uygulandi.

istatistiksel Degerlendirme: Aydin ve izmir
illerindeki keci ve koyunlarda tiir, cografik konum,
yas ve cinsiyete gore seropozitiflik oranlarinin
istatistiksel karsilastirilmalari x> testi (Steel ve
Torrie, 1980) ile SPSS programi kullanilarak yapildi.

Bulgular

Virolojik Arastirma Bulgulari: Viremik hayvanlarin
tespiti amaciyla test edilen toplam 348 adet
hayvanin (116 adet kegi ve 232 adet koyun) tamami
indirek Ag-C-ELISA ile antijen yoniinden negatif
oldugu belirlendi.

Serolojik Arastirma Bulgulari: Tablo 1’'de filler
bazinda koyun ve kegilerde pestivirusa karsi antikor
pozitif hayvan sayillart ve yayginlik oranlari
belirtilmistir. Calismada toplam 460 adet hayvandan
212 adedinin (%46.09) seropozitif oldugu tespit
edildi. Genel olarak pestivirus’a karsi antikor
pozitiflik orani Aydin ve izmir yéresinde yetistirilen
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kecilerde %42.97 (55/128), koyunlarda ise %47.29
(157/332) olarak saptandi. Tirlerin seropozitiflik

oranlari arasindaki istatistiksel farklihk 6nemli

bulunmadi (0.46; P>0.05).

Tablo 1. illere ve hayvan tiirlerine gére pestivirus seropozitiflik yayginhg

KECI KOYUN TOPLAM
n Seropozitif % n Seropozitif % n Seropozitif %
Aydin 89 41 46.07 121 61 50.41 210 102 48.57
izmir 39 14 35.90 211 96 45.50 250 110 44
Genel Toplam 128 55 42.97 332 157 47.29 460 212 46.09

Aydin’da bulunan 121 koyundan 61 tanesi
(%50.41) ve izmir'den &rneklenen 211 koyundan 96
tanesi (%45.50) seropozitif bulundu. izmir'de
bulunan 39 adet kegiden 14 adedinde (%35.90)
seropozitiflik saptandi. Aydin’dan 6rneklenen 89
adet keciden 41 adedinin (%46.07) seropozitif
oldugu goriildi. iller bazinda kegilerdeki ve koyun-
lardaki seropozitiflik oranlari karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi
(Kegi 0.26, Koyun 0.42; P>0.05). Hayvanlardaki
seropozitiflik oranlari yas bazinda karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamh bir farklilik bulunmadi
(0.32; P>0.05). Hayvanlarin cinsiyetlerine gore
seropozitiflik oranlari degerlendirildiginde erkek
kegilerin %30.77’si (8/26), disi kegilerin ise %46.08’i

1/5
1/40

1 I] "0,

(47/102) antikor pozitif olarak saptandi. Kegilerin
cinsiyetlerine gore erkek ve disi hayvanlarin
seropozitiflik oranlari arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir farkhlik tespit edilmedi (0.14; P>0.05).
Koyunlarin cinsiyetlerine gore yapilan istatistiksel
analizde ise erkek ve disi hayvanlarin seropozitiflik
oranlart arasindaki farkhhgin anlamli  oldugu
go6zlendi (0.002; P<0.05). Koglarda %18.52 (5/27) ve
disi koyunlarda %49.84’ (152/305) oraninda
seropozitiflik saptandi. Seropozitif bulunan toplam
212 serum orneginin %37.26’sinda 1/5,
%34.26’sinda 1/10, %14.15’inde 1/20, %5.18'inde
1/40, %5.66’sinda 1/80 ve %3.77’sinde ise 1/160
olarak SNso degerleri belirlendi (Sekil 1).

= Yiizde Degerleri

1/160

Sekil 1. Seropozitif hayvanlarda antikor titre dagilimlari

Tartisma ve Sonug

Bu calismada, Aydin ve izmir illerinde bulunan
toplam 460 adet hayvana ait kan serumu 6rneginde
pestiviruslara karsi olusan antikor varligi virus
notralizasyon testi kullanilarak arastirilmistir. Test
sonucuna gore serum orneklerinin 212 adedinde
(%46.09) seropozitiflik saptanmistir. Bolgedeki
kecilerde vyayginlik orani genel olarak %42.97
(55/128), koyunlarda ise %47.29 (157/332) oldugu
goriilmustir. Pestivirus antijen varliginin belirlen-
mesi icin direkt ELISA kullanilarak test edilen
orneklerinin  (n=348) timinin negatif oldugu
belirlendi. BDV ve BVD viruslari antijenik olarak ¢ok
yakin akraba olmalari ve serolojik testlerde gapraz
reaksiyon vermeleri dolayisiyla genel olarak
pestivirus enfeksiyonu adi altinda teshis edilebil-

mektedirler. Pestiviruslarin tiir bariyerini asabilme-
leri nedeniyle koyun ve sigirlarda hem BDV’nin hem
de BVDV’'nin yiksek oranda enfeksiyon olustura-
bildigi bilinmektedir (Julid ve ark., 2009; Mishra ve
ark., 2012). Bu calismada NADL susu kullanilarak
BVDV antikorlarinin tespit edilmesi ile tim
pestiviruslara  karsi  olusan antikor varhigini
gostermek mimkin olmustur. Ancak BDV susu
kullanarak bolgedeki koyun ve kegilerde spesifik
olarak BDV enfeksiyonunun da varligini ve
yayginligini  ortaya koymakta fayda oldugu
distnulmektedir.

Dilinya’da ve Tirkiye'de pestivirus enfeksiyon-
larinin kiglk ruminantlarda varligi ve yayginhg
serolojik veya virolojik olarak yapilan bircok ¢alisma
ile rapor edilmistir. Koyunlarda pestivirusa karsi
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olusan  seropozitifligin  Avusturalya’da %29.4
(Krametter-Froetscher, 2010), Kanada’da %10.9
(Lamontagne ve Roy, 1984), Norveg'te %4.5 (Loken
ve ark., 1991), irlanda’da %5.6 (O’Neill 2004) ve
isvicre’de %67 (Schaller 2000), oldugu bildirilmistir.
Turkiye’deki koyunlarda yapilan calismalarda ise
seropozitiflik oranlari Konya ilinde %79 (Avci, 2010),
Kirikkale’de %74.51 (Azkur ve ark., 2011), Samsun
ilinde %90.27 (Ozan ve ark., 2012), Burdur
bolgesinde %64.6 (Hasircioglu ve ark., 2009),
Sinop’ta %1.04, Amasya’da %2.30, Samsun’da %3,
Trabzonda %4.76, Giresun’da %15.43, Sivas'ta
%18.08, Kayseri'de %32.26, Tokat'ta %50.74,
Erzurum’da %52.3 olarak saptanmis olup, Ordu ve
Rize’de pestiviruslara karsi herhangi bir antikor
varlig tespit edilmemistir (Okur-Gimisova ve ark.,
2006). Gir ve ark. (2009) kegi strilerinde yaptiklari
bir calismada Afyon ve ¢evresinde %61.8, Konya’'da
%63.9, Eskisehir'de %78.8 oraninda seropozitiflik
bildirmislerdir. Ataseven ve ark. (2006), Dogu ve
Guneydogu Anadolu’daki keci slriilerinde BDV ye
karsi %63.6, BVDV ye karsi ise % 30.2 seropozitiflik
tespit etmislerdir. Yazici ve ark. (2012) Orta ve Dogu
Karadeniz bolgelerindeki koyunlarda SNT ile %4.81
ile %67.76 oraninda seropozitiflik bulmuslardir. Bu
calismada, Aydin ve izmir illerinde bulunan toplam
460 hayvandan alinan serum o6rneklerinin 212
adedinde (%46.09) seropozitiflik saptandi. Bolgedeki
kecilerde vyayginlik orani genel olarak %42.97
(55/128), koyunlarda ise %47.29 (157/332) oldugu
gorildi. illere gére yayginlik oranlarina bakildiginda
Aydin’da bulunan koyunlarin %50.41'i (61/121)
seropozitif olarak saptanirken, izmir ilinden
orneklenen koyunlarin %45.50’si (96/211) sero-
pozitif bulundu. izmirde bulunan kecilerin
%35.90'unda  (14/39) seropozitiflik  saptandi.
Aydin’dan 6rneklenen kegilerin %46.07’sinin (41/89
adet) seropozitif oldugu gérildi. iller bazinda
kecilerdeki ve koyunlardaki seropozitiflik oranlari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh bir
farkliik bulunmadi. Her iki ildeki koyun ve kegilerde
seropozitiflik oranlarinin istatistiksel olarak yakin
oldugu gozlemlendi. Calismada elde edilen
seropozitiflik oranlari, Turkiye’'nin bircok yoresinde
yapilan epizootiyolojik c¢alismalarin (Ataseven ve
ark., 2006; Azkur ve ark., 2011; Gir ve ark, 2009)
verilerinden daha diistk olsa da, bdlgede pestivirus
enfeksiyonlarinin yaygin oldugunu gostermektedir.
Ayrica enfeksiyonun goérilme sikligi bakimindan
istatistiki  olarak  konak¢r  tarl  farkhhginin
bulunmadigi ve her iki tirde de yaygin olarak
bulundugu goézlenmistir. Bu baglamda bdlgede
pestivirus nedenli ekonomik kayiplarin olabilecegi
gdz ardi edilmemelidir. Enfeksiyonun sahadaki
sirkilasyonu akut ve persiste enfekte hayvanlar
tarafindan saglanmaktadir. Persiste enfekte hayvan-
larin sayisi genellikle disiik olmasina ragmen siri

icinde virusun asil devamlihigini saglamaktadir.
Dolayisiyla sirudeki tim hayvanlarin periyodik
araliklarla virolojik yénden kontrol edilmesi, yeni
doganlarin persiste enfekte olup olmadiginin
belirlenmesi Onerilebilir. Ayrica, yeni getirilen virus
negatif hayvanlarin problemli sdrilerden ayri
tutulmasi, ayni sekilde virustan ari hale getirilmis
suriilere yeni hayvanlarin virolojik olarak kontrol
edildikten sonra katilmasi blyiik 6nem tasimaktadir.
Bu calismada viremik hayvan saptanmamistir.
Dolayisiyla virusa yonelik galismalar da yapilama-
mistir. Daha dnce yapilan saha ¢alismalarinda etken
varhgl %0.06 ile 3 arasinda tespit edilmistir (Burgu
ve ark., 1984; 1987; 2001; Gur, 2009; Oguzoglu ve
ark., 2009). Ancak son vyillarda tlkemizde klinik ve
patolojik olarak pestivirus slipheli vakalarin arttigi
kaydedilmis, abort vakalarinda yapilan virolojik
calismalarin sonuglari bu stpheleri dogrulamistir
(Albayrak ve Ozan, 2012; Hasircioglu ve ark., 2009,
Ozan ve ark., 2012; issi ve ark. 2012). Gelecek
calismalarda, tespit edilen pozitif klinik olgularda
izole edilecek viruslarin genomik kimliklendiril-
mesinde yarar gorilmektedir. Viral enfeksiyonlara
karsi basarili micadele programlarinin olusturula-
bilmesi icin viruslarin molekiler, epizootiyolojik,
klinik ve patogenetik karakterizasyonlarinin ayrintih
sekilde yapilmasi gerekmektedir. Elde edilecek
sonuglarin pestiviruslara karsi miicadele ve kontrol
programlarinin hazirlanmasina isik tutacagi agiktir.
Klinik  bulgular ve ayrintih  laboratuvar
analizlerinde genis c¢apli border disease salgini
Tirkiye'de bildirilmemesine ragmen yapilan epide-
miyolojik calismalar, Tirkiye'nin bazi bdlgelerindeki
koyun sirilerinde nispeten daha yaygin oldugu ve
gorinuste saglkh olan hayvanlarda persiste
enfeksiyon olabilecegini gostermektedir (Ural ve
ark., 2011). Ancak calismamizda vyiiksek antikor
pozitiflik orani saptanmis olup, viremik hayvana
rastlanilamamistir. Bu durum &rneklenen sirilerde
persiste viremik hayvanlarin az oldugunu dastindr-
mektedir. Persiste enfeksiyon ¢ogunlukla sigirlarda
gorilmektedir. Kegilerde dogal sartlarda persiste
enfeksiyon koyunlara nazaran daha nadir oldugu
bildirilmistir. Ancak BVDV ile yapilan deneysel
calismalar persiste enfeksiyonun kecilerde de
gorilebilecegini gostermektedir (Pressler ve ark.,
2014). Bu durum gerek koyun, gerekse kecilerde
yapilacak surveyans calismalarinda g6z ardi
edilmemelidir. Bu tiir viremik hayvanlarin disuk
oranda bulunmasi dahi, ciddi bir enfeksiyon kaynagi
oldugunu gostermektedir. Bu baglamda viremik
hayvanlarin tarama sirasinda tespit edilmesinin zor
oldugu ve bu durumun enfeksiyonla micadeleyi
glclestiren faktorlerden oldugu soylenilebilir. Bu
nedenle siriadeki tim hayvanlarin virolojik yonden
incelenmesi ve virus pozitif hayvanlarin siriden
uzaklastiriimasi gerekliligi vurgulanmalidir.
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Pestivirus yoniinden seropozitif oldugu tespit edilen
toplam 212 hayvanin 79 adedinde (%37.26) 1/5
oraninda, 72 adedinde (%33.96) 1/10 oraninda, 30
adedinde (%14.15) 1/20 oraninda, 11 adedinde
(%5.18) 1/40 oraninda, 12 adedinde (%5.66) 1/80
oraninda ve 8 adedinde (%3.77) ise 1/160 oraninda
SNso degeri (antikor titresi) saptandi. Sdrilerde
yuksek titrede antikora sahip hayvanlarin bulunmasi
yakin zamanda akut enfeksiyonun meydana
geldigini isaret etmektedir.

Koyunlar ve kegiler ayri olarak incelendiginde
her yasta ortalama ayni oranda seropozitiflik
belirlenmistir. Azkur ve ark. (2011) tarafindan,
cinsiyet ve yasa gore seropozitiflik oranlari arasinda
bir baglanti saptanmazken, koyun irklari ve
pestivirusa karsi olusan pozitif antikor cevabi
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski tespit
edilmistir. Bu calismada ise koyun ve kegilerde
turlere, cografik konuma, yaslara gore seropozitiflik
oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmamistir. Fakat Azkur ve ark. (2011)'nin
bulgularinin aksine bu c¢alismada disi koyunlarda
koglara nazaran daha yuksek antikor pozitiflik orani
tespit edilmistir (P<0.05). Ancak irk ve cinsiyetin
predispozisyon olusturdugunu kanitlar nitelikte
yeterince  veri oldugunu  sdylemek dogru
olmayacaktir. Calismada, disi koyunlarda enfeksiyon
oraninin erkeklere goére daha yiksek bulunmasi,
disilerin enfeksiyona daha duyarli oldugunu
diisindirebilecegi gibi, bu duruma erkek hayvan-
larin stiriye sadece kog¢ katimi zamaninda katilmasi
ve disilerin stirekli birbirleriyle temas halinde
bulunmalari neden olmus olabilir. Ayrica disi
koyunlarin daha sik popllasyonlar halinde
tutulmalari, dogum, st verme gibi hayvanlarin
kondiusyonunu dusuren faktorler dolayisiyla disi
hayvanlar arasinda virusun daha fazla sirkiile olmasi
cinsiyet farkhhigina sebep olarak gosterilebilir.
Kecilerde ise enfeksiyon vyayginligi konusunda
istatistiksel olarak cinsiyet farkhligina rastlanma-
mistir. Bu bulgular, genel olarak bélgede erkek ve
disi kegilerin bir arada yetistiriliyor olmasi
koyunlardaki gibi ayri tutulmamasi enfeksiyonun
cinsiyet farkindan degil, surd blyUkligt ve
hayvanlarin sik olarak tutulmasi ile alakali oldugunu
desteklemektedir.

Sonug olarak, bu calismada, Aydin ve izmir
illerinde o6rneklenen koyun ve kecilerde viremik
hayvan tespit edilmemis olmasina ragmen,
kegilerde %42.97 ve koyunlarda %47.29 olarak
belirlenen  enfeksiyon oranlari  pestiviruslarin
bolgede sirkiile oldugunu gostermektedir. Virusun
kolaylikla bulasabilmesi nedeniyle sirl icinde
insidensin hizla artis gosterebilmektedir. Calisilan
surilerde asi yapilmamis olmasina ragmen yiiksek
titrede Ab tasiyan bireylerin bulunmasi yakin
zamanda virusa maruz kaldiklarini géstermektedir.

Ornekleme zamaninda siiriilerde akut veya persiste
enfekte hayvanlar bulunmamasina ragmen, siirlide
daha o6nce akut enfekte bireylerin var oldugunu
soylemek mumkindir. Belirlenen oranlar disuk
olmadigl icin mera sartlarinda diger sirilerle
kontakt gibi yollarla alinmig olmasi miimkindir. Her
ne kadar ¢alisilan isletmelerde ruminant pestivirus
varligina bagh olan abort ve anomalili dogumlar
bildirilmemis ise de ilerleyen zamanda ekonomik
kayiplara neden olabilecegini mutlaka géz 6nlinde
bulundurulmalhdir. Bu calismada ayrica, kigikbas
hayvan yetistiriciligi yapan aile isletmeleri ve Aydin
Koyun ve Kegi VYetistiricileri Birligi ile koordineli
olarak calisiimis olup, vyetistiricilere s6z konusu
enfeksiyon, ¢alisma sonuglari, ve diger enfeksiyon-
lara karsi alinmasi gereken oOnlemler konusunda
onerilerde bulunulmustur.
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Kopekte Beynin 3 Tesla Manyetik Rezonans ile 3 Boyutlu Multiplanar

Rekonstruksiyonu

Cagdas OTO
Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Anatomi Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye.
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Ozet: Bu calismanin amaci képek beyninin 3 boyutlu anatomisinin 3 tesla manyetik rezonans tarama gériintiilerinin
multiplanar rekonstruksiyonu araciligiyla in situ olarak gosterilmesidir. Neurocranial yapilarin anatomik detaylarinin
gosterilmesi icin 9 adet yetiskin mesaticephalic irk képek kullanildi. Bu amagla T1 ve T2-agirlikh space sekans taramalarinin
¢ boyutlu yeniden sekillendirilmis gériintilerinden yararlanildi. 3D-IR-MPR sekansi ile alinan gorintiler, bas ve beyine ait
derin yapilarin ayrintili olarak gorintilenmesini sagladi.
Anahtar Kelimeler: Anatomi, Beyin, Képek, Manyetik Rezonans gériintiileme, Multiplanar rekonstruksiyon.

3 Dimentional Multiplanar Reconstruction of the Brain at 3 Tesla Magnetic Resonance in Dog

Abstract: The purpose of the study was to show three-dimentional anatomy of the dog brain in situ by using multiplanar
reconstruction of the magnetic resonance scanning images at 3 tesla. The nine adult mesaticephalic dogs were used for
defining the anatomical details of neurocranial structures. The data are obtained from 3D reformatted images derived by T1
and T2-weighted space sequence scans. Three-dimensional inversion recovery multiplanar reconstruction (3D-IR-MPR)

sequence provided excellent visualization for the inner structures of the head and brain.
Keywords: Anatomy, Brain, dog, Magnetic resonance imaging, Multiplanar reconstruction.

Giris

Manyetik rezonans gorlintiileme, yumusak
dokular  lzerinde  ylksek doku  kontrasti
gosterebilme ozelligi sayesinde giinimizde basta
beyin olmak Uzere merkezi sinir sistemi ve viicuttaki
diger yumusak dokularin arastirma, tani ve tedavi
amaciyla gorintilenmesinde en yaygin kullanilan
tibbi gorintileme yontemlerinden biridir (Broome
ve Broome, 2016; Oto ve ark., 2011; Schmitt ve ark.,
2004). Non-invaziv olmasi, bilinen bir zararinin
olmamasi, gittikce kisalan tarama sireleri ile elde
edilen Ustin gorintlh kalitesi ve multiplanar 3
boyutlu goriintli alinabilmesi sistemin  6nemli
avantajlandir (Broome ve Broome, 2016; Brown,
2016; Schmitt ve ark., 2004;).

Tim dinyada son 10 yilda insanlarin yanisira
veteriner hekimlik alaninda da MR kullanimi
artmaktadir (Oto ve ark., 2011; Schmidt ve ark.,
2012; Gray-Edwards ve ark., 2014; Fletcher ve
Saveraid, 2016). Beyin ve iliskili yapilar anatomi
egitiminde evcil memeli 6rnegi olarak kullanilan
blylik ruminant Schmidt ve ark., (2012); kuglik
ruminant Ella ve ark., (2016); Ella ve Keller (2015);
Schmidt ve ark., (2012); tektirnakli Arencibia ve ark.,
(2001); Chaffin ve ark., (1997); Oto ve Haziroglu
(2011); Oto (2010); Vazquez ve ark., (2001); domuz
Fang ve ark., (2005); Oto ve ark., (2011); Rosendal
ve ark., (2009); Watanebe ve ark., (2001); kedi Gray-
Edwards ve ark., (2014); Lola ve ark., (1995) ve
kopeklerde Assheuer ve ark., (1997); Byeong ve

ark., (2009) ve Fletcher ve Saveraid (2016)
tarafindan goérintilenmis ve kesitsel anatomi
acisindan incelenmistir. Son vyillarda gelistirilen
sekanslar araciligiyla dokularin normal pozisyonla-
rindaki U¢ boyutlu goériintilerinin de MR ile elde
edilmesi mimkiin olmaktadir (Phal ve ark., 2008;
Brown, 2016). Yapilan literatir incelemesinde
carnivor 6rnegi olarak modellenen kdpeklerde hem
anatomi hem de klinik bazli ¢ok sayida MR
arastirmasi olmasina karsin beyin ve iliskili yapilarin
3 boyutlu gorintilerini iceren calismalarin eksik
oldugu disliniimektedir. Bu g¢alismanin amaci
kdpek kafasinin MR taramasi ile elde edilecek 3
boyutlu goérintiler (zerinden &zellikle anatomi
egitiminde, kafatasi icerisinde tamamen kapali ola-
rak konumlanmis ve karmasik bir yapiya sahip beyin
gibi bir organin anatomisinin ve c¢evresindeki
yapilarla iliskisinin anlasilmasini kolaylastiracak bir
referans olusturmaktir.

Materyal ve Metot

Calismada  Bilkent  Universitesi  Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu’'nun 2016/44 sayil izni ile
herhangi bir merkezi sinir sistemi hastalig gozlen-
meyen, 6 adet yetiskin mesaticephalic iri irk képek
ile 3 adet Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Anatomi  Anabilim Dal’'nda kadavra olarak
degerlendirilen kopek basi kullanildi. Calisma igin
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Atropin+Ksilazin+Dormitol kombinasyonu ile preme-
dikasyon ve sedasyonu saglanan kopekler ve
kadavralara ait baslar prone pozisyonda yerlestiril-
dikten sonra, 3 Tesla MR (Trio, Siemens, Erlangen,
Germany) ile 32 kanalli insan kafa koili kullanilarak
tarandi. Dorsal, sagittal ve transversal dizlemler
lizerinde T1-agirhikh space ve T2-agirhkli space
sekanslari ile alinan goriintilerin, sistem dahilindeki
Leonardo Workstation yazilimi (Siemens Medical
Solutions, Erlangen, Germany) vasitasiyla 3 boyutlu
rekonstruksiyon yapildi. Taramalar sirasinda T1-
agirhkli gérintiler icin parametreler; TE: 12 ms; TR:
600 ms; ; Kesit Kalinhgi: 1 mm; FOV: 230x230 mm;
Kesit sayisi: 125, Tarama siresi; 8 dakika, T2-agirlikli
goruntdler icin parametreler; TE: 404 ms; TR: 3000
ms; ; Kesit Kalinhgi: 1 mm; FOV: 230x230 mm; Kesit
sayisi: 125 Tarama siresi; 11 dakika olarak
belirlendi. Géruntiler Gzerinde anatomik yapilarin
belirlenmesi ve isimlendirilmesi anatomi kitaplari De
lahunta, (1997) ve atlaslari Popesko, (1979), MR
atlaslari Assheuer ve ark., (1997) ve Nomina
Anatomica Veterinaria, (2012) temel alinarak
yapild.

Bulgular

MR ile lg¢ dizlemde alinan T1 ve T2 agirlikh
goruntuler Gizerinde kopek beyninin kafatasi icindeki
Olglleri uzunluk (mid-sagittal duzlemde bulbus
olfactorius’dan foramen magnum seviyesine kadar
olan mesafe) 96+1.7 mm; vyikseklik (gl.pinealis
seviyesinden gecen transversal kesitlerde en genis
iki nokta aras)) 51+0.9 mm; genislik (lobus
piripormis seviyesinden gecen dorsal kesitlerde en
genis iki nokta arasi) 62+1.1 mm olarak belirlendi.
Kopek baslarinin  T1-agirhikh taramalari sonrasi
rekonstruksiyonu ile elde edilen renklendirilmis 3
boyutlu goruntilerde (Sekil 1.A) neurocranial
yapilara ait anatomik detaylar transversal, sagittal
ve dorsal dizlemler (zerinde incelendi ve
isaretlendi. Bu goriintilerde beyin dokusunun
cihazin sagladigi yuksek doku kontrasti sayesinde
diger cevre dokulardan (kafatasi kemikleri, kaslar,
yag dokusu, meninges ve BOS) rahatlikla ayrilabildigi
gorildu (Sekil 1.B,C, D, E, F, G, H, |, J, K, L).

Sekil 1. A-Renklendirilmis 3B rekonstruksiyon; B-Bulbus oculi seviyesinden gegen transversal gorinti, 1. Lens, 2.
Mandibula, 3. Lingua, 4. Sinus frontalis; C- Bulbus olfactorius seviyesinden gegen transversal gorinti, 1.Bulbus
olfactorius, 2.Sinus frontalis, 3. Corpus adiposum intraorbitale, 4. Palatum molle; D-Frontal lob seviyesinden gegen
transversal goriintii, 1. Os frontale, 2. Substantia grisea, 3. M.temporalis, 4. M.massater; E-Nucleus caudatus
seviyesinden gegen transversal goriintl, 1.Corpus callosum, 2. Substantia alba, 3. Nucleus caudatus, 4.
Oropharynx; F-Thalamus seviyesinden gegen transversal gorintl, 1. Os parietale, 2. Thalamus; G- Crus cerebri
seviyesinden gegen transversal gorintd, 1. Os parietale, 2. Hippocampus, 3. Aqueductus mesencephali, 4. Crus
cerebri, 5. Cavum tympani; H-Cerebellum seviyesinden gegen transversal gorintii, 1. Cerebellum, 2. Meatus
acusticus externus, 3. Medulla oblongata, 4. Os sphenoidale, 5. Laryngopharynx; I-Mid-sagittal goriintd, 1. Adhesio
interthalamica, 2. Cerebellum, 3. Pons, 4. Lingua, 5. Palatum durum, 6. Mandibula; J-Paramedian goérintd,
1.Capsula interna, 2. Sulcus cerebri, 3. Corpus medullare cerebelli; K-Bulbus oculi seviyesinden gegen dorsal
goriintli, 1. Tractus olfactorius, 2. Cerebellum, 3. Cavum nasi, 4. Lens; L-Gl.pituitaria seviyesinden gegen dorsal

goriuntd, 1. Gl.pituitaria, 2. Medulla oblongata.
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Benzer olarak beyinde substatia grisea’nin da
substantia alba’dan daha hipointens olarak
tarandigi ve bu sayede iki bolim arasinda doku
goruntt farkhhklarinin ayrilabildigi saptandi (Sekil
1.D-2, E-2). Her ¢ dizlem Uzerinde degisik
seviyelerden gecen kesitlerde hemispherium
cerebri, cerebellum (Sekil 1.H-1, I-2, K-2) ve beyin
koki yanisira beyin ventrikilleri ve BOS (Sekil 1.G-3)
goriintiilendi. Buna ek olarak o6zellikle transversal
kesitlerde bulbus olfactorius, nucleus caudatus,
thalamus, corpus callosum, tectum mesencephali
gibi derin cerebral yapilarin anatomik detaylari 3
boyutlu goruntiler izerinde belirlendi ve isaretlen-
di. Sagittal duzlem {zerindeki kesitler beynin
yaninda, cavum nasi, palatum, lingua gibi
viscerocranium’a ait anatomik yapilarin da ayni
kesitlerde izlenmesine olanak verdi. Dorsal dizlem
kesitlerinde ise beyin ile bulbus oculi’nin goriinta-
lenmesi yapildi.

Renklendirilmis goruntilerde kemik korteksi
isointens, medullar kisim yogun hiperintens olarak
taranirken kemik doku igindeki hava bosluklari
(sinus paranasales) islenmemis ham goriintllerden
farkli olarak ti¢ boyutlu gorintlileme nedeniyle
renksizdi ve bosluk olarak gézlendi (Sekil 1.B-2, B-4).
Bu baglamda beyni c¢evreleyen neurocranium
yaninda maxilla ve mandibula da kolayca gevre
dokulardan ayrildi. Taramalarda genel olarak yag
dokusu hiperintens, kas dokusu hipointens goriinti
karakterine sahipti. Ozellikle bulbus oculi’nin
etrafini gevreleyen intraorbital yag dokusu parlak
beyaz (Sekil 1 C-3), mandibula ve os temporale
lizerinde yeralan ¢igneme kaslari homojen
kahverengi tonlarda izlendi (Sekil 1.D-3, D-4).

Tartisma ve Sonug

Arencibia ve ark. (2001); Vasquez ve ark.
(2001) ve Oto ve ark. (2011) T1-agirlikli taramalarin
anatomik detay acisindan T2-agirlikli taramalardan
daha Ustiin oldugunu belirtmis; diizlemler agisindan
ise transversal dizlem kesitlerinin 6zellikle derin
cerebral yapilarin anatomilerinin anlasiimasinda
daha yararli olacagini vurgulamistir. Yapilan calis-
mada T1-agirhkli  taramalarin  ve bunlardan
rekonstrukte edilen goriintilerin daha fazla anato-
mik detay verdigi, benzer bicimde yapilarin iliskilen-
dirilmesinde transversal kesitlerin diger dizlem
gorintulerine gore daha anlasilir oldugu goralda.

Canh kopeklerde yapilan yiiksek ¢ozindrlikli
taramalar ile karsilastirildiginda Assheuer ve ark.
(1997); Byeong ve ark. (2009) anatomi egitimi igin
vapilacak kafa MRG islemlerinde, 6tenazi yapilmis
hayvanlara ait gorlntilerin de daha 6nce yapilan
calismalari destekler bicimde Schmidt ve ark. (2012)
tatmin edici anatomik detay sagladigi belirlendi.

Sonug olarak gliniimiizde, azalan maliyetlere
ve tarama sirelerine bagli olarak yayginlasan
kullanimi ve yiliksek doku kontrasti saglayabilmesi
gibi avantajlari nedeniyle MRG veteriner hekimlik
alaninda da rutin gorintileme yontemleri arasina
girmistir. MRG ile saglanan ham verilerin
rekonstruksiyonu sonucu elde edilen li¢ boyutlu
gorintulerin, hem klinikte bas bolgesine ait 6zellikle
timoér benzeri fiziksel patolojilerin  tanisi  ve
operasyon planlamasinin yapilmasinda, hem de
veteriner anatomi egitiminde beyin ve iliskili
yapilarin daha kolay anlatiimasi ve anlasiimasi
acisindan 6nemli bir kaynak olarak kullanilabilecegi
dusinilmektedir.
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Sigirlarda Okiiler ve Periokiiler Timorlerin Klinik ve Histopatolojik

Degerlendirilmesi

Unal YAVUZ'*, Nihat YUMUSAK?
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2Harran Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali, Sanlurfa, Tirkiye.

Gelig Tarihi: 16.01.2017 Kabul Tarihi: 15.02.2017

Ozet: Bu calismada okiiler ve periokiiler timérlii 9 sigirin klinik ve histopatolojik ézellikleri ile uygulanan eksizyon ve
entiklasyon sonuglarinin degerlendirilmesi amaglandi. Tedavi amaciyla 4 vakada lokal timor eksizyonu ve 4 vakada goz
entiklasyonu uygulanirken 1 vakada bulbus okuli ve gevre dokulardaki genis tiimdér invazyonlarindan dolayi kesime sevk
onerildi. Histopatolojik muayenede 4 vakada yassi hiicreli kanser, 2 vakada indiferensiye yassi hiicreli kanser, 1 vakada
melanom ve 2 vakada malign melanom tespit edildi. Okdiler ve periokiler tiimorlerin farkl irklarda gérilmesine ragmen en
fazla Holstein irkinda karsilasildigi saptandi. Ayrica vakalarin gogunun yassi hiicreli kanser olmasi da dikkat gekti. Etkilenen
hayvanlarin tamaminin disi ve ortalama yas araliginin 4.78 oldugu goézlendi. Opere edilen hayvanlar ortalama 6 aya kadar
takip edildi ve niiks veya metastaz yoniinden net bir bulguyla karsilasilmadi. Sonug olarak okiler ve periokuler tiimorlerin
tedavisinde eksizyon ve eniiklasyon maliyeti diisik, basit ve az ekipmanla kolay uygulanabilir cerrahi yontemlerdir. Ayrica
bu yontemlerin okiiler ve periokiiler timorlerde agriyi azaltmak, hayvanin yasam kalitesini yiikseltmek, verim siiresini
arttirmak ve ekonomik kayiplari azaltmak amaciyla kullanilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Eksizyon, Enliklasyon, Okiiler Tiimér, Sigir.

Clinical and Histopathological Evaluation of Bovine Ocular and Periocular Tumors

Abstract: In this study, we aimed to evaluate clinical and histopathological features and the results of applied excision and
enuclation of ocular and periocular tumors in 9 cattle For treatment purposes, local excision of the tumor in 4 cases and eye
enucleation in 4 cases were applied. In one case, slaughter was recommended because of the extensive tumor invasion of
bulbus oculi and surrounding tissues. Squamous cell carcinoma in 4 cases, indifferential squamous cell carcinoma in 2 cases,
melanoma in 1 case and malign melanoma in 2 cases were detected in the histopathological examination. Although the
ocular and periocular tumors are seen in different breeds, it was noted that they were most encountered in Holstein breed.
It was also noticed that the majority of the such cases were squamous cell carcinomas. It was observed that the entire
affected animals were female and average age range was 4.78 years. Operated animals were followed approximately up to
six months and no recurrence or metastasis was encountered during period. In conclusion, excision and enuclation in the
treatment of ocular and periocular tumors are surgical methods that are simple, with low cost and easily performed with
less equipment. In addition, these methods can be used to reduce of pain, improve the quality of life of the animal, increase
the yield period and reduce economic losses in ocular and periocular tumors.

Keywords: Excision, Enuclation, Ocular Tumor, Cattle.

Giris

Oktler ve periokiler timorler orbita, Hirsbrunner ve ark., 1998; Martins ve Barros, 2014;
gozkapaklari, konjuktiva, kornea ve intraokiiler Robert, 2002; Schulz ve Anderson, 2010). Daha
dokularla baglantili olarak yapisal degisiklikler ile nadir olarak melanom, lenfom, hemangio-
agriya neden olurlar. Gozin fonksiyonunu ve gorisi endotelyom, malignant hemangioendotelyom,
etkilediklerinden dolayi kiiglik timorler bile 6nemli skuamo6z papillom, sebased6z gland karsinom,
olarak kabul edilirler (Dubielzig, 2002). Tim hayvan fiborom, mastositom ve optik sinir noroepitel-
turlerinde gorildagi, ciftlik hayvani tirleri arasinda yomuyla karsilasilmaktadir (Gharagozlou ve ark.,
ise en sik sigirlarda karsilasildigi bildirilmistir. Sigir- 2007; Martins ve Barros, 2014; Robert, 2002; Schulz

larda en fazla etkilenen bolge gdzkapaklari, kornea
ve Uclincl gbz kapagidir (Canpolat ve ark., 2007;
Martins ve Barros, 2014; Ozmen ve ark., 2016; Sabri
ve ark., 2010; Tsujita ve Plummer, 2010).

Sigirlarda okiller ve periokiiler dokularda
karsilasilan en yaygin timorlerin kanser goz olarak
da bilinen yassi hiicreli kanser ve lenfosarkom oldu-
gu bildirilmistir (Crispin, 2005; Dubielzig, 2002;
Gelatt, 2005; Gharagozlou ve ark., 2007;

ve Anderson, 2010; Wilcock, 1993). Orbital ve
periorbital  timorli  sigirlarda  timorin  lenf
noddlleri, i¢ organlar, kaslar ve diger dokulara
metas-tazi durumunda kaseksi, verim kaybi ve
karkas kalitesinin diismesinden dolayr 6nemli
ekonomik kayiplar olusmaktadir (Gelatt, 2005;
Robert, 2002). Okiler ve periokiiler lezyonlarin
tedavisi amaciyla enuklasyon, kriyoterapi,
hipertermi, radyasyon terapisi, imminoterapi veya
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bunlarin  kombinasyonu  kullanilabilir.  Bulbus
okulideki ileri lezyonlari sinirlamak, agrli oftalmik
lezyonlari ortadan kaldirmak ve yassi hiicreli kanser
gibi timorlerin ilerlemesini durdurmak igin en sik
kullanilan cerrahi yéntem eniklasyondur (Al-Asadi,
2012; Gelatt, 2005; Sagliyan ve ark., 2010; Schulz ve
Anderson, 2010). Bu calismada sigirlarda okiiler ve
periokiler timorlerin  klinik ve histopatolojik
ozelliklerinin degerlendirilmesi, tedavide uygulanan
cerrahi eksizyon ve eniiklasyon sonuglarinin aktaril-
masl amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Calismanin  materyalini 2015-2016 yillarinda
Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi cerrahi
klinigine okiler ve periokiler dokularda kitlesel
olusum sikayetleriyle muayene ve tedavi icin
getirilen farkh irk, yas ve cinsiyetteki 9 adet sutcl
sigir olusturdu (Tablo 1). Bu calisma klinik tani
amach yapildigindan Etik Kurul Belgesine ihtiyac
duyulmamistir.

Tablo 1. Okiler ve periokiler timorli 9 vakanin klinik ve histopatolojik dzellikleri.

Vaka Irk, Yas, Etkilenen Goz Tiimoriin Klinik

Histopatolojik

Tumor Lokalizasyonu Cerrahi Miidahale

No. Cinsiyet Sag Sol Goriinimii Tani
Giney Anadolu Nodiiler ve Yass! Hiicreli Bulbar konjuktiva, .
1 Kirmizisi, 2 Yas, X . ; Enliklasyon
Q hemorajik Kanser kornea, limbus
Holstein. 4 Ya Yiizeyden taskin, indiferensiye Membrana niktitans ve
2 0 ! 3 X eroziv Ulseratif ve Yass! Hiicreli alt/ust palpebral Enliklasyon
yer yer kanamali Kanser konjuktiva
Holstein x Nodiler ve
3 Simental X . Melanom Alt palpebral konjuktiva Lokal eksizyon
. hemorajik
Melezi, 5 Yas, 9
Montafon, 5 Nodiiler ve Malign N M .
4 ! X 3. ki Lokal ek:
Yas, © hiperemik Melanom g0z kapag! okal exsizyon
Holstein, 4 Yas, Multilobuler ve Yassi Hiicreli 3. g6z kapagi ve alt .
5 Q X Ulseratif Kanser palpebral konjuktiva Lokal eksizyon
Holstein, 8 Yas, Noddler ve Yass! Hiicreli Membrﬂana niktitans ve .
6 X . alt/ust palpebral Enlklasyon
Q hemorajik Kanser S
konjuktiva
7 Holstein, 6 Yas, X Nf)duler Ye Yassi Hucreli 3. g6z kapagi V(.E alt/ust Eniklasyon
Q hiperemik Kanser palpebral konjuktiva
Holstein, 4 Yas, Lobuler ve Malign N . .
8 Q X ilseratif Melanom 3. goz kapagi Lokal eksizyon
Ylizeyden taskin, - . Bulbus okulide genis
. : Indiferensiye . .
Simental, 5 Yas, eroziv, purulent . . Tim bulbus okuli ve lezyondan dolayi
9 X . Yassi Hucreli -
Q akintiyla birlikte periokuler dokular operasyon
Kanser
kanamali yapilmadi

Vakalarin anamnezine gore kirmizi-pembe
renkli anormal doku kitle ve siskinlikleri, ortalama 4-
11 ay arasinda devam etmekteydi. Sit veriminde
azalma, agirlik kaybu, irinli akinti, degisen karakterde
gOzyaslyla Dbirlikte zamanla c¢ogalan progresif
genisleyen hafif cikintili lezyonlar seklindeydi (Sekil
1, 2). Olusan kitleler oktler ve periokiler dokularin
fonksiyonunu etkilemekte ve degisik derecelerde
gorisi engellemekteydi.

Cerrahi Yontem: Tedavi amaciyla 4 vakada lokal
timor eksizyonu ve 4 vakada goz eniklasyonu
uygulanirken 1 vakada bulbus oculi ve c¢evre
dokulardaki genis tliimor invazyonlarindan dolayi
kesime sevk 6nerildi. Tim cerrahi midahaleler igin
0.1 mg/kg dozunda kasigi yolla ksilazin hidroklorir
(Rompun, Bayer, Tiirkiye) ile sedasyon uygulandi.
Lokal eksizyonda 3. gbz kapagl tabanina lidokain
HCL %2 (Adokain, Sanovel, Tirkiye) enjekte
edilerek lokal infiltrasyon anestezi saglandi. 3. goz
kapagi penslerle tutularak disa dogru cekildi ve kiit
uglu egri makaslar kullanilarak timéral kitlenin

arkasinda taban kismindan eksize edildi. Adrenalin
emdirilmis steril hidrofil gazli bezle tampon
yapilarak kanamalar kontrol edildi. Postoperatif
dénemde 5 glin slireyle basitrasin 2500 U.l. ve
neomisin siilfat 25 mg (Thiocilline®, ibrahim Hayri,
Tlrkiye) iceren géz pomadi uygulandi.

Entklasyon da ise lidokain HCL %2 (Adokain,
Sanovel, Turkiye) ile retrobulbar blok anestezi
uygulandi. Alt ve Ust gozkapaklarinin stirekli dikisle
birbirine  dikilmesinin  ardindan  godzkapaklar
sinirindan 1 cm uzaklikta eliptik ensizyon yapildi. Kt
diseksiyonla retrobulbar dokular ve bulbus okuli
cevresindeki kaslar diseke edildi. Muskulus.
retraktor bulbi ve nervus optikus, egri uglu penslerle
tespit edilerek pensler ve bulbus okuli arasindan
kesildi. Bulbus okuli orbitadan disa dogru
cekildikten sonra 3. gbz kapagl ve harder bezi
uzaklastirildi. Kanamalar kontrol edildi ve medial
acida fitil dren icin kiguk bir acikhk birakilarak
gbzkapaklari basit ayri dikislerle birbirine dikildi
(Shaw-Edwards, 2010; Weaver ve ark., 2005).
Postoperatif donemde tim vakalara prokain
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penisilin G ve benzatin penisilin G (Procastrep®,
Vetas, Turkiye) 10.000 IU/kg, dihidrostreptomisin
sulfat 10 mg/kg dozda kasigi yolla 5 gin ve
meloksikam (Metacam®, B. Ingelheim, Tirkiye) 5
mg/kg dozda damar i¢i tek enjeksiyon seklinde
kullanildi. Operasyon sonrasi 6. aya kadar hasta
sahiplerinden bilgi alinarak vakalar takip edildi.

Histopatolojik Yontem: Cerrahi miidahaleyle alinan
9 biyopsi 6rnegi histopatolojik muayene icin patoloji
laboratuvarina goénderildi. %10’luk  tamponlu
formaldehitte tespit edilen 6rnekler rutin patoloji
doku takibine alindi ve parafinde bloklandi.
Hazirlanan bloklardan Leica RM 2125 RT microtome
ile 5 mikron kalinliginda seri kesitler alinarak

Sekil 1A. Vaka 4 Operasyon oncesi timorin klinik gérinim.
Sekil 1B. Operasyon sonrasi 6. ay gorinim.

deparafinize ve dehidrasyon amaciyla ksilolden ve
dereceli alkol (%50, %75, %96, %100) serilerinden
gecirilerek hematoksilen-eosin (H&E) ile boyandi.
Hazirlanan preparatlar 1sik mikroskopta (Olympus
BX53) ve yiksek ¢ozunirlukli kamera altinda
(Olympus DP73) X20 ve X40 objektifler ile incelendi.

Bulgular

Cerrahi midahale gerceklestirilen 9 sigirda
okuler ve periokiiler timorlerin  klinik  ve
histopatolojik karakteristikleri ile uygulanan tedavi
prosediirii Tablo 1’de 6zetlenmistir.

|

Klinik Bulgular: Hayvanlar irklara gore
incelendiginde besinin holstein, birinin simental,
birinin Holstein-simental melezi, birinin Giney
Anadolu  Kirmizisi, birinin  Montafon irki  ve
tamaminin disi cinsiyette oldugu belirlendi. Yaglara
bakildiginda birinin 2 yas, Gglnin 4 yas, Gglinin 5
yas, birinin 6 yas, birinin 8 yas oldugu tespit edildi.
Lezyonlarin altisi sag gozdeyken Ugilnin sol gozde
oldugu gozlendi.

Operasyon sonrasi 6. aya kadar vyapilan
takiplerde olasi metastaz, timor tekrarn veya
komplikasyon yoéniinden herhangi bir bulguyla
karsilasilmadi. GCalismada degerlendirilen 9 sigirda 6
aylk sire igerisinde metastaz, timor tekrar ve
komplikasyon  parametrelerinde olumsuz  bir

Sekil 2A. Vaka 5 Operasyo oncesi tamariin klinik gorinima.
Sekil 2B. Operasyon sonrasi 6. ay gérinim.

herhangi bir

karsilasiilmadigindan
istatistiksel analize gerek duyulmamistir.

bulguyla

Histopatolojik Bulgular: Histopatolojik muayeneye
gore 4 vakada vyassi hiicreli kanser, 2 vakada
indiferensiye yassi hucreli kanser, 1 vakada
melanom ve 2 vakada malign melanom teshis edildi.

Yassi hiicreli kanser olgularinda (Vaka 1, 5, 6, 7)
epidermisin bir bolgede bitinlGgini kaybettigi ve
bu bolgede ¢ok sayida hicre artiklari ile notrofil
I6kositlerden olusan yangisal hicre infiltrasyonlari
goruldu. Ayrica hiperkromatik c¢ekirdekli, buyiik,
ovoid sekilli, solgun eozinofilik sitoplazmali
anaplastik epitel hicrelerinden olusan neoplastik
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hiicre adaciklarinin merkezinde keratin birikimleri
(glob corne) dikkati gekti (Sekil 3B).

indiferensiye yassi hiicreli kanser olgularinda
(Vaka 2, 9) ¢ok sayida hiperkromatik cekirdekli,
bliyik, ovoid sekilli, solgun eozinofilik sitoplazmall

str. spinozum hiicrelerinden olusan neoplastik
hicrelerin adaciklar seklinde dizildikleri ve yer yer
bu adaciklarin arasinda lenfosit, makrofaj ve tek tiik
notrofil |6kositlerden olusan yangisal hicre
infiltrasyonlari dikkati cekti (Sekil 3A).
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Sekil 3 A. indiferensiye yassi hiicreli kanser: Adaciklar seklinde dizilmis anaplazik
squamoz hiicreler. HxE. B. Yassi hiicreli kanser: Cok sayida atipik skuamoz hicre
adaciklan arasinda globe corne yapilari (oklar). HXE. C. Melanom: Genis stroma
arasinda melanositik hticreler (oklar). HXE. D. Malign melanom: Cok sayida gelisi
glzel dagilim g6steren anaplazik melanositik hiicreler (oklar). HxE.

Melanom olgularinda (Vaka 3) epidermis ve
dermiste cok sayida koyu kahve-siyahimsi renkte,
lapa ya da graniler tarzda melanin pigmenti iceren,
cevresinden bagdokudan kapsille ¢evrelenmis
atipik melanositlere rastlandi (Sekil 3C).

Malign melanom olgularinda (Vaka 4, 8) genis
trabekiil yapilarinin aralarinda degisik yonlere
seyreden trabekiller arasinda c¢ok sayida koyu
kahve-siyahimsi renkte, lapa ya da granler tarzda
melanin pigmenti iceren pleomorfik melanositik
hicrelerle karsilasildi (Sekil 3D).

Tartisma ve Sonug

Oktler ve periokiiler bolgeden koken alan
timorlerle ilgili yaptigimiz ¢alismada literatir
verilerle uyumlu olarak en fazla yassi hiicreli kanser
(kanser goz) vakalariyla karsilasildi (Ceylan ve ark.,
2011; Crispin, 2005; Dubielzig, 2002; Gelatt, 2005;
Gharagozlou ve ark., 2007; Martins ve Barros,
2014). Pugliese ve ark. (2014) italya’nin giiney
Sicilya bolgesinde Simental irkinda yaptiklari
calismada karsilastiklart  okller ve periokiler
timorlerin tamaminin yassi hiicreli kanser oldugunu
belirtmislerdir. Den Otter ve ark. (1995) tarafindan
yapilan ¢alismada ise periorbital beyaz deriye sahip
simental irkinda daha ¢ok yassi hicreli kanser
goraldugi, periorbital pigmentli deriye sahip diger
sigir irklarinda ise daha az goralduga bildirilmistir.

Okdler ve periokiiler bolgede karsilagilan tlimorlerle
ilgili yapilan g¢alismalarda Ceylan ve ark. (2011)
Holstein irkinda (%67), Gharagozlou ve ark. (2007)
ise periorbital siyah deriye sahip Holstein Friesian
irkinda daha fazla karsilastiklarini  belirtmistir.
Calismamiz bu ¢alismalarla uyumlu sekilde Holstein
irki sigirlarda okiler ve periokiler timorlerle daha
stk (%55.56) karsilasildigini gostermektedir.

Yassi hiicreli kansere 4 vyasindan itibaren
rastlanildigi en sik olarak 7-9 vyas araliginda
Hereford, Simental, Holstein-Friesian irklarinda
gorialdugu ve diger irklarda nadir karsilasildig
bildirilmistir (Al-Asadi, 2012; Ceylan ve ark., 2011;
Crispin, 2005; Dubielzig, 2002; Gelatt, 2005;
Gharagozlou ve ark., 2007; Pugliese ve ark., 2014).
Mevcut calismada tespit edilen okiiler ve periokiiler
timorlerin yas, cinsiyet ve etkilenen g6z yéniinden
elde edilen bulgularin dagihmi literatir verileriyle
uyum saglamaktadir. Yassi  hicreli tlimorler
multifaktoriyel bir etiyolojiye sahiptir ve kalitim,
gunes 15181, beslenme, gozkapagl pigmentasyonu,
cevresel  kosullar  etiyolojide  6nemli  rol
oynamaktadir. UV i1sia maruz kalma ve yiksek
enerjili rasyonlarla beslenme timoér olusumunu
hizlandirmaktadir (Al-Asadi, 2012; Crispin, 2005;
Dubielzig, 2002; Gelatt, 2005). Ceylan ve ark.,
(2011) tarafindan yapilan ¢alismada yiksek rakim,
ekvatora cografi yakinlik, ylksek ortalama
sicakliklar, hayvanlarin gines altinda uzun siire
otlamadan dolayl yogun solar radyasyona maruz
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kalmasinin  okiiler ve periokiler tumorlere
predispozisyon sagladigi bildirilmistir. Gharagozlou
ve ark. (2007) iran’da yapmis olduklari ¢alismada
sicak ve kuru iklim kosullarina sahip Tahran ilinde
sitcli  sigirlarda  okiler tlimorlere daha fazla
rastlandigl, cografi kosullara gore okiler timor
insidensinin degistigi, sicak ve kuru bolgelerde
glines 1sigina daha uzun slire maruz kalmanin
predispoze bir faktor olarak etkidigini bildirmistir.
Tsujita ve Plummer (2010) tarafindan Amerika
Birlesik Devletleri'nde yapilan arastirmada ise
cografi olarak yassi hiicreli kanser prevalansinin
degistigi, bu degisimde cografi sartlarin etkili
oldugu, tlkenin glineybati bolgesinin yiksek rakim
ve dusliik enleme sahip olmasindan dolayr daha
yuksek seviyede gines isigina maruz kaldig, bu
durumunda okiler tumorleri tetikledigi bildiril-
mistir. Pugliese ve ark. (2014) sicaklik degisimlerinin
0-40°C arasinda, gunlik ortalama glnes 15181
periyodunun 8-10 saat oldugu giiney Sicilya’da, Al-
Asadi (2012) ise sicaklk degisimlerinin 0-50°C
arasinda, gilinlik ortalama gilines 15181 periyodunun
9-14 saat oldugu Bagdat ¢evresinde daha sik okdler
ve periokiler timorle karsilasildigini aktarmistir.
Anderson ve Badzioch (1991) sigirlarda solar
radyasyon ve yassi hicreli kanser arasindaki
baglanti yoninden yaptiklari ¢alismada hastaligin
gelisiminde solar radyasyonun dnemli bir role sahip
oldugunu ve gozdeki pigmentasyonun UV
radyasyonun zararli etkilerinden korunmada 6nemli
oldugunu vurgulamislardir. Calismamizi olusturan
sutcgl sigirlarin tamaminin barindinldigr Sanhurfa ili
deniz seviyesinden ortalama 550 m. yikseklikte,
37.1608 enlem ve 38.7863 boylamda bulunmak-
tadir. Sanhurfa ilinin yaz ve sonbahar aylarinda kuru
ve sicak hava, kislari ise nispeten soguk hava
seklindeki cevresel kosullari ile ortalama 327 glinesli
gilin sayisi ve gunlik ortalama 8.3 saat giines 1518
almasi (Anonim2016a, b), yazarlarin belirttigi cografi
sartlara yakinhigr nedeniyle okiler ve periokiler
tiimorlere predispozisyon yaratmaktadir.

Sigirlarda okiiler ve periokiiler boélgede timor
lokalizasyonu agisindan en gok etkilenen anatomik
bolgeler sirasiyla Martins ve Barros (2014)
gbzkapaklari, kornea ve 3. goz kapagi, Gharagozlou
ve ark. (2007) membrana niktitans ile palpebral
konjuktiva, Pugliese ve ark. (2014) ise bulbar
konjuktiva, kornea ve limbus kisimlardir.
Calismamizda en sik olarak 3. gozkapag ve alt/ust
palpebral konjuktivada lokalize olan timorler
Martins ve Barros (2014) tarafindan bildirilen
sonuglarla uyum saglamaktadir. Yassi hiicreli kanser
genellikle  lokal radyoterapi veya cerrahi
midahalenin  kriyoterapi veya radyoterapiyle
birlikte kullaniimasiyla tedavi edilebilir (Crispin,
2005). Hirsbrunner ve ark (1998) tarafindan yapilan
arastirmada 21 sIgirin 17’sinde bulbus

ekstirpasyonu, 2’sinde kriyosirurji uygulandigi diger
2’sinde ise ekonomik nedenlerden dolayl tedavi
edilmeyerek kesime sevk edildigi bildirilmistir.
Operasyondan sonraki ortalama yasam siresinin 15
ay oldugu ve hayvanin verim siresini uzatmak igin
yassi hucreli kanserde bulbus ekstirpasyonunu
onermektedirler. Sloss ve ark. (1986) tarafindan
Hereford irkinda yassi hiicreli kanserin kontrollyle
ilgili incelenen 3 stiride 3 mm c¢aptan daha buyik
yassl htcreli kanser lezyonlarinin kriyosirurji ile
tedavi edildigi, bir veya iki uygulama yapildiktan
sonra lezyonlarin  %71’inin  regrese oldugunu
bildirmistir. Tarafimizdan yapilan c¢alismada 4
vakada lokal tiumor eksizyonu ve 4 vakada goz
entiklasyonu uygulandi. Postoperatif 6 ay sireyle
yapilan takiplerde herhangi bir komplikasyonla
karsilasiimadi.

Sonuc¢ olarak; sigirlarda gelisen okiler ve
periokiiler timorlerin en sik karsilasilani olan yassi
hiicreli kanser simental irkindan baska irklarda da
gorilebilir.  Okiiler ve periokller timorlerin
tedavisinde eksizyon ve enuklasyon maliyeti disuk,
basit ve az ekipmanla kolay uygulanabilir cerrahi
yontemlerdir. Okller ve periokiiler bélgedeki ileri
timoral hastaliklarda agriyt azaltmak, hayvanin
yasam kalitesini ylkseltmek, ekonomik kayiplar
azaltmak ve verim siresini arttirmak amaciyla
kullanilabilir.
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Kog¢ Spermasinin Dondurulmasinda Bireysel Farkliliklarin Etkisi
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Gelis Tarihi: 15.02.2017 Kabul Tarihi: 20.04.2017

Ozet: Bu calisma, koc spermasinin dondurulmasinda bireysel farkliliklari ortaya koymak ve bu farklilik tizerine sulandirici
etkisini belirlemek amaciyla yapildi. Ejakulatlar 5 Karayaka kogundan sezon i¢i donemde suni vajina yardimiyla haftada bir
kez alindi. Sperma oOrnekleri bireysel olarak 4 farkli sperma sulandiricisi (Yagsiz sut tozu, Tris, Andromed, Bioxcell) ile
sulandirildi. Sulandiriimis sperma 6rneklerini iceren payetler +4 °C’'de 2 saat slreyle ekilibre edildikten sonra sivi azot
buharinda (-120 °C) 15 dakika slireyle donduruldu ve sivi azot (-196 °C) i¢inde saklandi. Tim gruplardaki payetler 37 °C'de
30 saniye sureyle ¢Ozduruldiu. Her bir koga ait ¢ozdirlilmis sperma Orneklerinde spermatozoa motilitesi (%), canl
spermatozoa (%) ve anormal spermatozoa (%) yoniinden degerlendirildi. Yagsiz stt tozu sulandiricisi ile dondurulan sperma
orneklerinde ¢6ziim sonu daha yiliksek motilite elde edilirken, en dlsik motilite orani Bioxcell sulandiricisindan elde
edilmistir. Sonug¢ olarak, sunulan g¢alismada elde edilen in vitro sperma kalitesi bulgularina gére yagsiz siit tozu
sulandiricisinin diger sulandiricilardan daha Gstiin oldugu ve koglar arasi bireysel farki azalttigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Bireysellik, Kog, Sperma, Sulandiricilar.

Response to Different Semen Extenders of Individual Ram Semen

Abstract: This study was conducted to evaluate individual differences in freezing ram sperm and to determine the
extenders and individual sperm interaction. The ejaculates were collected from 5 Karayaka rams by artificial vagina twice a
week during the breeding season. The each ejaculate was split into 4 equal aliquots and diluted with skimmed milk, Tris,
Andromed and Bioxcell extenders. Straws contained semen was equilibrated at +4 °C for 2 h and than frozen in vapor of (15
min at -120 °C) liquid nitrogen and stored in liquid nitrogen. Frozen semen was thawed in a water bath at 37 °C for 30
seconds. In thawed semen, percentages of spermatozoa motility, viability, and abnormal spermatozoa, for each ejaculate
were determined. The post-thaw sperm motility was significantly higher in skimmed milk extender post-thaw, while lowest
motility rate was obtained from Bioxcell diluent. Consequently, it was found that skimmed milk extender was better than
the other extenders and decreased individual differences between rams.

Keywords: Extenders, Individuality, Ram, Semen.

Giris

Karayaka koyunu, Karadeniz bodlgesinde de yiksek oranda motilite kaybina ve akrozomal

yetistirilen ve yerli koyun irki icinde yer alan yagsiz
uzun kuyruklu bir irktir. Koyun irklari arasinda en
duslk siit verimine sahip irk olmasina ragmen et
kalitesi oldukga iyidir. Tirkiye’de Karayaka irkinin
popillasyon  buydkligi  hakkinda  bilgilerimiz
tahminden 6teye gitmemektedir. Simdilik yok olma
riski tasimayan bu irkin yakindan izlenmesinin
yararli olacagi disinilmektedir.  Koyunculuk
endustrisinde, gerek Ulkemizde gerekse diinyada
dondurulmus kog¢ spermasiyla rutin olarak
koyunlarda suni tohumlama yapilmamaktadir.
Bunun cgesitli nedenleri olmakla birlikte en 6nemli
nedenlerinden birisi olarak heniiz dondurulmus kog
spermasi ile suni tohumlama uygulamalarindan
tatminkar gebelik sonucu elde edilememis olmasidir
(O'Hara ve ark., 2010). Genel olarak kog sperma-
sinin dondurulmasina yonelik yogun arastirmalar
yapiliyor olmasina ragmen kog¢ spermasinin basaril
bir sekilde dondurulmasi her zaman mimkin
degildir. Kog spermasi dondurma-¢ézdiirme sirecin-

hasara ugramaktadir (Watson, 1995). Koyunlarda
donmus sperma ile suni tohumlama uygulamalari-
nin yapilabilmesi igin 6n kosul spermanin optimal
sekilde dondurulmasidir (Roca ve ark., 2006). Kog
spermasinin dondurulmasinda tipki diger tirlerde
oldugu gibi sodyum sitrat, yagsiz siit tozu ve tris
bazl sulandiricilar kullaniimakla birlikte (Holt, 2000),
son zamanlarda boga spermasinin dondurulmasi
icin gelistirilmis bazi ticari sperma sulandiricilari kog
spermasinin  dondurulmasinda  kullanilmig  ve
sulandirict  olarak  kullanilabilecegini  bildiren
arastirmacilar vardir (Kulaksiz ve Daskin, 2007). Yine
ayni arastirmacilar, yumurta sarisindaki bireysel,
irksal ve tlrsel farkliliklardan dolayr ve ayrica sit
gibi hayvansal orjinli  sperma sulandiricilarinin
spermanin mikrobiyel kontaminasyonunda risk
tasidigindan Andromed ve Bioxcell gibi sentetik
sperma sulandiricilarinin - kullaniimasi  gerektigini
savunmaktadirlar (Lopez ve ark., 2000; Smith ve
ark., 1993). Kog¢ spermasinin dondurulmasinda
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kullanilan sulandiricilarla yapilan ¢alismalardan elde
edilen sonuglar bireysel farkliliktan dolayi genis bir
varyasyon gosterebilmektedir (Barbas ve
Mascarenhas, 2009). Ayrica ¢6zim sonu bireysel
farkliik Gzerine kullanilan sulandiricilar ile sperma
orneklerinin etkilesime girmesi spermanin kompo-
zisyonunu bliyik oOlclide degistirerek spermanin
dondurulmasi Gzerine olumsuz etki yapabilir. Genis
bireysel farkhliktan dolayr dondurma ve ¢ézdirme
prosediri teknolojisi hala optimal degildir. Bu
yluzden koyunculuk sektériinde dondurulmus ¢oz-
duridlmis sperma ornekleri ile suni tohumlama
uygulamalarindaki istikrarli bir gelisme i¢in, dondu-
rulmus-¢ozdiiriilmis sperma orneklerinin kalitesini
artirmak ve koglar arasindaki bireysel degiskenligi
en aza indirecek dondurma prosediri gelistirmek
gereklidir. Bu ylzden c¢alismada kog¢ spermasinin
dondurulabilirliginde bireysel ve sulandiricilarin
etkileri arastirilmigtir.

Materyal ve Metot

Calismanin  hayvan materyalini 2 vyas ve
Uzerindeki 5 adet Karayaka irki kog¢ olusturdu.
Arastirma sirasinda kullanilan koglarin bakim ve
barindiriilmasi koyun  padoklarinda  standart
yetistirme kosullarinda yapildi. Ejakulatlar sperma
dondurma denemelerinde (yagsiz sit tozu
sulandirici ile) ¢6zim sonrasi progressive motilitesi
en az %35 olan ve fertilitesi yliksek olarak bilinen
koclardan sun’i vajina yontemiyle haftada iki kez
alinmistir. Nativ motilitesi %80 ve Uzerinde olan
koglarin spermasi kullanildi. Her bir kogtan 10’ar
ejakulat olmak Uzere toplamda 50 ejakulat alindi.
Her kogtan elde edilen her bir ejakulat 4 esit kisma
ayrilarak %10 yumurta sarisi ve %5 gliserol iceren
Tris, st tozu ve vyumurta sarisi igcermeyen
AndroMed ve Bioxcell sulandiricisi ile  bir
tohumlama dozunda (0,25ml) 100x10® motil
spermatozoa bulunacak sekilde sulandirilarak
dozlandi. Spermanin dondurulmasi igin 4 farkh
sperma sulandiricisi kullanildi.

Sulandirici Kompozisyonlari:

Sulandirici T: %10 yumurta sarisi ve %5 gliserol
iceren Tris bazli sperma sulandircisi (3.63 g Tris, 0.5
g fruktoz, 1.99 g sitrik asit, 100 ml distile su).

Sulandirici S: %10 yumurta sarisi ve %5 gliserol
iceren yagsiz sut tozu sulandiricisi (9 gr yagsiz sit
tozu, 0.9 g glukoz, 100 ml distile su).

Sulandirici A: Andromed® sulandiricisi  (Minitub,
Tiefenbach, Germany)

Sulandiriat B:  Bioxcell”  sulandiricisi  (IMV

technologies, L’Aigle, Franse).

Spermanin Dondurulmasi: Sulandirmayi takiben
spermalar 0.25 ml’lik payetlere gekildi ve +4 °C'de 2
saat ekilibrasyona birakildi. Ekilibrasyondan sonra
payetler sivi azot seviyesinin 4 cm Uzerinde (-120°C)
sivi azot buharinda 15 dakikada donduruldu ve sivi
azota daldirilarak saklandi. Dondurulmus spermalar
arastirma tamamlandiktan sonra spermatozoa
motilitesi, canhhk, anormal spermatozoa orani
yoniyle degerlendirildi.

Coziim Sonrasi Spermatolojik Degerlendirmeler:
Dondurulmus payetler 37 °C’'de 30 saniye slreyle
¢ozdiirtldikten sonra 5ul sperma lam Uzerine
alinarak (zerine lamel kapatildi ve spermatozoa
motilitesi 37 °C’'de isitma tablali faz kontrast
mikroskopta X40’lik biylitmede en az 5 degisik
mikroskop sahasinda incelendi. Bulunan ortalama
deger yilizde (%) olarak degerlendirildi. Cozdirilmus
spermalardaki canli spermatozoa orani supravital
boyama teknigiyle belirlendi. Eosin-nigrosin boyasi
kullanilarak  hazirlanan  frotilerde  mikroskop
yardimiyla X40 blylutmede en az 200 hiicre
sayllarak canli spermatozoa orani yizde (%) olarak
ifade edildi. Preparatlarin degerlendirilmesinde bas
kismi tam boya alan spermatozoonlar 6li, yari boya
alanlar ve hi¢ boya almayan spermatozoonlar ise
canli olarak degerlendirildi. Sperma numunele-
rindeki anormal spermatozoa orani ise sivi fikzasyon
yontemiyle belirlendi. Hancock soliisyonu kullanila-
rak fikze edilen hicreler lam-lamel arasinda bir faz-
kontrast mikroskop altinda incelendi. immersiyon
objektif (x100 bilyitme) altinda en az 200
spermatozoonun cesitli kisimlarinin (akrozom, bas,
orta kisim ve kuyruk) incelenmesi sonunda anormal
yapl gosteren spermatozoa orani yiizde (%) olarak
belirlendi.

istatistiki Analiz: Verilerin normallik varsayimlarini
karsilayip  karsilamadigi Shapiro-Wilk testi ile,
varyanslarin  homojenligi Levene’s testi ile
degerlendirildi. Normal dagilmayan verilere
logaritmik transformasyon uygulandi. Koglarin
bireysel farkhliklari ve sulandiricilarin  etkisini
belirlemek icin iki yonll varyans analizi yapildi. Kog
ile  sulandinci  arasinda interaksiyon anlaml
oldugunda GLM (General Lineer Model) prose-
durleri kapsaminda SPSS (16.0) paket programinin
syntax menisiine manuel olarak ayri bir kodlama
vazilarak bu interaksiyon degerlendirildi. P<0.05
dizeyi anlamh olarak kabul edildi. Sonuclar
ortalama * standart hata olarak verildi.

Bulgular

Yagsiz siit tozu, Tris, Andromed ve Bioxcell
sulandiricisiyla bireysel olarak dondurulmus kog
spermasinda ¢6zim sonu baslica spermatolojik
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ozellikler Tablo 1, 2 ve 3’te verilmistir. Kog¢ ve
sulandirici etkilesiminde; spermatozoa motilitesi,
canli spermatozoa orani ve normal spermatozoa
Uzerine etkisine bakildigi zaman, vyagsiz sit
sulandiricisi ile dondurulan sperma 6rneklerinde
¢6zim sonu daha yliksek motilite elde edilirken, en
dusliik motilite orani Bioxcell sulandiricisindan elde
edilmistir. Kog ve farkli sulandirici interaksiyonunun
spermatolojik 6zellikler Gzerine etkisi Tablo 1, 2 ve

istatiki bir fark elde edilmistir. SUtli sulandirici ile
spermasi en iyi donan 2 numarali kog iken, en koti
donan 4 ve 5 numarali kogun spermasi olmustur.
Tris sulandiricisi ile en iyi spermasi donan 2
numaral kog¢ iken, Andromed sulandiricisi ile en iyi
donan kog spermasi 2-3 numarah kogtur ve diger
koglar arasinda kog¢ ve sulandirici interaksiyonu
bakimindan fark elde edilmemistir. Bioxcell
sulandiricisi ile en iyi donan 2 numarali kog iken en

3’'te gosterilmistir.  Koglar arasindaki  bireysel koti 4 ve 5 numarall kog¢ olmustur.
dondurulmaya bakildiginda ise koglar arasinda
Tablo 1. Farkh sulandiricilar ile dondurulan kog spermasinin motilite degerleri
Yagsiz siit tozu Tris Andromed Bioxcell Kog Sulandirici Etkilegsim

Kog 1 45.831+4.9228C 29.173+4.76b8 22.50+4.18b8 20.83+4.92bB.C
Kog 2 67.50+2.7424A 60.00+5.4824 55.00£3.164 43.33+2.58<A
Kog 3 53.33+2.58¢ 33.3342.58b8 47.5046.8934 25.83+5.85b¢C
Kog 4 38.33+5.168 30.83+6.65%B 21.67+4.08"8 14.17+3.7658 P<0.001 P<0.001 P<0.001
Kog 5 45.00+4.4728 26.67+5.168 27.5045.24b8 14.17+4.92¢8
abe; her satirdaki, ABC; her stitundaki farkh tst karakterler istatistiksel olarak farkliligi ifade etmektedir.
Tablo 2. Kog ve sulandirici interaksiyonunun canli spermatozoa orani tizerine etkisi

Yagsiz siit tozu Tris Andromed Bioxcell Kog Sulandirici Etkilesim
Kog 1 50.00+2.428 43.5044.02¢ 34.83+4.558 30.50£3.20B.C
Kog 2 73.33+2.0%A 70.17+4.43A 64.8315.6A 53.67+2.5¢A
Kog 3 60.17+3.63¢ 43.50%4.5b¢ 56.50+4.02A 36.3314.8bC P<0.001 P<0.001 P<0.001
Kog 4 43.50+3.528 39.6745.228C  28.00+4.4°8 19.67+3.3b8
Kog 5 49.50+1.728 33.00+3.9°8 30.33+5.08 19.83+4.0¢8
abc, her satirdaki, ~BC; her stitundaki farkh Gst karakterler istatistiksel olarak farkhhg ifade etmektedir.
Tablo 3. Kog ve Sulandirici interaksiyonunun normal spermatozoa orani tizerine etkisi

Yagsiz siit tozu Tris Andromed Bioxcell Kog Sulandirici Etkilegim
Kog¢ 1 63.50+5.438D 60.17+6.978 57.33+5.994 59.8316.24A
Kog 2 77.17+3.60%A 70.0014.342b4A  63.83+3.25bcA  58.00+2.28%A P<0.00
Ko¢ 3 63.00+5.872P 51.6745.28b¢ 63.50+6.092A 52.3314.69b4 1' P<0.001 P<0.001
Kog 4 52.33+4.59¢ 52.00+5.972¢ 48.5045.4328 40.3313.988
Kog¢ 5 59.00+3.9028.C.0 45.67+4.23¢C 43.17+4.31¢8 36.50+3.27bcB

abe, her satirdaki, A8C; her situndaki farkl Ust karakterler istatistiksel olarak farkhligi ifade etmektedir.

Tartisma ve Sonug

Var olan c¢alismada en yiksek ¢6ziim sonu
spermatozoa motilitesi yagsiz siit tozu sulandiricisi
ile dondurulmus spermalardan elde edilirken, en
dusliik spermatozoa motilitesi Bioxcell sulandiricisi
ile  dondurulmus sperma o6rneklerinden elde
edilmistir. Sulandiricilar arasinda yapilan istatiksel
degerlendirmelerde ¢6zim sonu spermatozoa
motilitesi, 06l spermatozoa orani, anormal
spermatozoa oranlari yoniyle gruplar arasinda
kaydedilen farkliliklar 6nemli (P<0.001) bulundu
(Tablo 1). Bu ¢alismadaki bulgulari destekler
nitelikteki sonuglar Lopez-Saez ve ark. (2000) ile
Kulaksiz ve ark. (2012) tarafindan bildirilmistir.
Paulenz ve ark. (2000) ile Glindogan (2009) ise siit
bazli sulandirnici ile tris bazli  sulandiriciyi
karsilastirdiklarinda ¢dziim sonu spermatozoa
motilitesi ve mebran mutiinlGgini en yiiksek tris

bazh sulandiricilar ile dondurulmus spermalardan
elde etmislerdir. Lymberopoulus ve Khalifa (2010)
donmus spermanin potansiyel fertilizasyonunun
korunmasinda Bioxcellin Andromed’ten daha Ustiin
rol oynadigini rapor ederlerken, Gil ve ark. (2003)
ise Bioxcell'in kog¢ spermasinin dondurulmasinda
kullanilmasi sonucu elde edilen bulgularin yagsiz sit
tozu sulandiricist  bulgularindan  hi¢  bir farki
olmadigini bildirmislerdir. Var olan galismada ise
diger sulandiricilar ile karsilastirildiginda Bioxcell
sulandiricisinin ¢6ziim sonu motilitenin siirdiriilme-
sinde kriyoprotektif etkisinin daha az oldugu
gorilda. Dorji ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir
calismada ise Bioxcell ve tris sulandiricilarinin
¢6zim sonu sperma kalitesi (motilite, membrane
bltlunligu) tzerine etkileri bakimindan herhangi bir
farkhlik bulamamislardir. Var olan bu tutarsiz
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sonuglar, kullanilan  sperma sulandiricilarinin
iceriginin farkli olmasindan kaynaklanabilir. Bilindigi
gibi sulandirict kompozisyonu basarili bir sperma
dondurma islemi icin ©nemlidir (Salamon ve
Maxwell 2000). Bioxcell sulandiricisinin antioksidan-
larla gliclendirilmis olmasi, yumurta sarisi bazl
sulandiricilara gore bir avantaj degildir. Cinki
oksidatif strese karsi spermatozoanin korunmasinda
etkili olan fosfolipit, kolestorol ve diistik yogunluklu
lipoporteinler yumurta sarisinin dogal bileseni
olarak yumurtada bulunmaktadir. Ayrica kullanilan
sulandiricilar ve teknikler benzer oldugundan dolayi
ortaya cikan farkhhgi dogrudan calismanin yapildigi,
koclarin bireysel ozelliklerine veya arastiricilara
baglamak mimkiin olabilir. Kog spermasi soguk
sokuna karsi ¢ok hassastir ve spermanin
dondurulabilirliginde bireysel farkhliklar var olabilir.
Bu calismada da kog¢ spermasinin dondurula-
bilirliginde bireysel farkhliklar ortaya ¢ikmistir. Bu
farklilik o kadar genis ki, koglarin dondurulabilirligi
iyi ya da dondurulabilirligi kotu olarak siniflandiril-
masina izin vermektedir (Medrano ve ark., 2002).
Spermanin donma ve ¢b6zim sonu tolerasindaki
bireysel farklihk daha onceden bircok hayvan
tiriinde rapor edildiginden dolayr bu farkhhgin
koglarda var olmasi stipriz degildir. (Ros-Santaella ve
ark., 2014). Roca (2006) tarafindan dondurulmus
spermanin canliigindaki farki agiklayan faktoriin
bireysel fark oldugu belirtilmistir. Donma ve
¢O6zdlirmeye karsi spermatozoanin duyarliligindaki
bireysel fark genetik orjinli olabilir (Ros-Santaella ve
ark., 2014). Thurston ve ark. (2002) ile Fraser ve ark.
(2008) tarafindan dondurulabilirligi kétt olarak ve
dondurulabilirligi iyi olarak siniflandirilan bireyler
arasindaki kriyopreservasyona bagli yaralanmalarin
ve motilitedeki degisikligin temelinde genetik
faktorun var oldugu belirtilmistir. Kriyopreservas-
yona baglh meydana gelen yaralanmalarla iliskili
genetik faktérlerin altinda yatan mekanizma tam
olarak anlasilamazken, bu durum kog spermasi ile
sperma sulandiricisi igeriginin interaksiyonu sonucu
meydana gelebilir. Plante ve ark. (2015) tarafindan
ejakulasyonda  spermaya  eklenen  Baglayici
spermatozoa protein (BSP)lerinin sigirlarda st
proteinleriyle etkilesime girdigini ve sut bazli
sulandiricilar  kullanilmasiyla meydana gelen bu
etkilesiminin de spermanin dondurulmasinda
olumlu etkili yapacagini bildirmislerdir. BSP
proteinlerinin, kolesterol ve fosfolipidleri spermato-
zoa membranindan uzaklastirarak  spermanin
komposizyonunun degismesi ile spermatozoonlar
Gzerine zararlh etki gosterdigi bildirilmistir. Plante ve
ark. (2015) tarafindan BSP proteinleri ile yumurta
sarisinda bulunan dusik yogunluklu lipoproteinlerin
etkilesimi  sonucu  sperm  membranlarindan
kolesterol ve fosfolipit ekstraksiyonunun onlendigi
ve bu yilzden prezervasyon siresince yumurta

sarisinin spermatozoay! korudugunu rapor etmisler-
dir. Ayrica sutten izole edilen kazein taneciklerinin
spermatozoa membranlari igin zararli etkiye sahip
olan BSP proteinleri ile etkilesime girdigi
gosterilmistir. (Plante ve ark., 2015). Daha sonra
sigirlarda yapilan bir calismada ise BSP protein-
lerinin kazein tanecikleri, alfa laktaalbumin ve beta
laktoglobulin gibi bircok sit proteinini bagladigi
bildirilmistir. BSP proteinlerinin homologlari bizon,
teke, aygir, domuz ve kog¢ gibi bircok tlrde isole
edilmistir.  Var olan c¢alismada da sulandirici
kompozisyonu ile kog¢ arasinda bir interaksiyonun
var oldugu ve kog¢ spermasinin dondurulmasinda
bireysel farkhhklar {zerine sit proteinleri ve
yumurta  sarnisinin  koruyucu  etki  yaptigi
saptanmistir.

Sonu¢ olarak, dondurma ve ¢O6zdirme
prosedirleri spermatozoanin canliliginda genis bir
bireysel cesitlilige neden olacagindan bu teknoloji
hala suboptimal olarak dikkate alinmaktadir.
Optimize dondurma protokoll bireysel gesitliligin
azaltilmasina yardimci olabilir. St bazh sulan-
diricilar ¢6zUm sonu sperma kalitesini artirmakta ve
koglar arasi bireysel farki azaltmaktadir. Bu yiizden
st bazli sulandiricilar sulandirici  bireysel kog
spermasinin dondurulmasinda dondurma 6ncesi bir
referans sulandirici olarak kullanilabilir.
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Abstract: This study was aimed to investigate the effects of supplementation of dried molasses sugar beet pulp (3%, 5%,
7%, 10%, 15%, 20% and 25%, fresh material basis) on the silage quality, in vitro organic matter digestibility (IVOMD) and
metabolisable energy (ME) content of wet tomato pomace (WTP) silage. All the treatments consisted of five replicate silos,
and they were prepared in 1.5 L glass jar silos. The ensiling of WTP with dried molasses sugar beet pulp including molasses
(DMSBP) had a significant effect on the chemical composition, ME and IVOMD of silages. Dry matter, crude ash, ME and
IVOMD values of silages were increased with supplementation of DMSBP levels (P<0.001). Crude protein (CP), acid
detergent fiber (ADF), neutral detergent fiber (NDF) contents of silages were decreased with increasing level of DMSBP
(P<0.001). Ammonia nitrogen (NH3-N) and lactic acid contents were decreased with increasing level of DMSBP (P<0.001).
Propionic acid contents of silages were increased with increasing level of DMSBP (P<0.001). Butyric acid was not detected in
any silage groups. As a result, tomato pomace can be ensiled with DMSBP without decreasing the quality criteria of silage.
Keywords: Dried molasses sugar beet pulp, Silage, Wet tomato pomace.

Yas Domates Posasina Farkli Diizeylerde Melash Kuru Seker Pancari Posasi ilavesinin Silaj Kalitesi

ile in Vitro Sindirim Uzerine Etkisinin Arastinimasi

Ozet: Bu calismanin amaci; melash kuru seker pancari posasinin (MKSPP) (%3, %5, %7, %10, %15, %20 ve %25) yas domates
posasina ilavesinin olusacak silaj kalitesine, in vitro organik madde sindirimine (IVOMS) ve metabolik enerji (ME) degerine
etkisini arastirmak amaciyla yapilmistir. Calismada degerlendirilen silajlar 1.5 L cam kavanozlarda agizlari hava almayacak
sekilde beser tekerrir halinde silolanmislardir. Melasl kuru seker pancari posasi ile domates posasinin silolanmasi olusan
silajlarin  kompozisyonu, in vitro organik madde sindirim derecesini ve metabolik enerji degerini 6nemli derecede
etkilemistir. Domates posasina MKSPP ilave seviyesinin artisina bagh olarak elde edilen silajlarin kuru madde (KM), ham kil
(HK), metabolik enerji (ME) ve IVOMS degerleri artarken (P<0.001), ham protein (HP), asit deterjanda ¢6ztinmeyen lif (ADF)
ve asit deterjanda ¢éziinmeyen lif (NDF) degerleri azalmistir (P<0.001). Domates posasina MKSPP ilavesinin artisina bagh
olarak silaj pH degerlerinde genel olarak belirgin bir farklilik gérilmezken, silaj amonyak azotu (NHs-N) ve laktik asit
degerlerinin azaldig1 (P<0.001), propiyonik asit degerlerinin ise arttigi (P<0.001) gérilmustir. Bu ¢alismada degerlendirilen
silajlarda bdtirik asit tespit edilmemistir. Sonug olarak, yas domates posasinin melasli kuru pancar posasi ilavesi ile
silolanabilecegi ve elde edilen silajlarin kaliteli silaj niteligi tasidiklari sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Melasli kuru seker pancari posasi, Silaj, Yas domates posasi.

Introduction

It is possible that apart from the planted
forages, agricultural by products containing high
water content and food industry by-products
should be used as feedstuff to feed animals after
drying or ensiling with various methods. These
resources are also called alternative silage materials
(FAO, 2013). It is possible to use sugar beet, tomato,
pea and barley pulps for feeding animals with
ensiling and indeed ensiling these resources is
gradually becoming more common. As food
industry  by-products are products obtained
seasonally, they have been used for a long time as a
fresh roughage resource in family-type farms
(Denek and Can, 2005). Tomato pomace consists of
peel, seed and fibrous part remaining from

processing of tomatoes for sauce production.
According to the data obtained in 2013,
approximately 150-200 thousand tons of fresh
tomato pomace was produced in Turkey (TUIK,
2014). Tomato pomace has a high water content of
75-85% thus it is not possible to preserve it without
spoiling when it gets contact with the air for a long
time. Various methods can be used to decrease dry
matter rate such as adding adsorbents such as
cereals or straws during ensilage to protect from
spoilage and nutrient loss for long storage periods
(Denek and Can, 2005). It is possible to ensile
tomato pomace without additives; however high
dry matter containing additives are added to
prevent nutrient losses via excessive water drainage
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during ensiling in addition to increment of silage
fermentation quality.

Many researchers reported that dry matter
values of fresh tomato pomace ranged from 14.2 to
26.04% (Caluya and Siar, 1995; Capg! et al., 1995;
Denek and Can, 2005; Hadjipanayiotou, 1994;
Karabulut et al.,, 1999; Weiss et al., 1997). The
differences between dry matter values may be
derived from differences in applied methods and
type processing of tomato pomace production
(Denek and Can, 2005). Crude protein (CP) content
of fresh tomato pomace were determined in range
of 18.1 and 23.5% of DM (Denek and Can, 2005;
Gasa et al., 1989; Hadjipanayiotou, 1994; Karabulut
et al., 1999; Weiss et al., 1997). These CP variations
of tomato pomace were attributed to differences in
the amount of seeds rather than the amount of
peels in the pomace (Bradowski and Geisman, 1980;
Ensminger et al.,, 1990; Hasimoglu et al., 1979).
Mendez-Llorent et al. (2014) revealed that tomato
pomace could be stored for a long time without
spoilage and nutrient loss. They reported that the
DM, ash, crude protein, ether extract, ADF and NDF
values in the silages following 70 days ensilage
period were 24.0%, 10.5%, 22.0%, 3.9%, 14.4% and
22.2%, respectively. Ventura et al. (2009) reported
that metabolisable energy content of fresh tomato
pomace was 2.59 Mcal/kg and no negative effect
was observed up to 1.5 kg/day of the pomace given
to goats. In contrast, Abbeddou et al. (2015)
indicated that inclusion of tomato at the rate of
30% to the sheep ration during lactation period
decreased milk yield and milk protein content
whereas unsaturated fatty acid and total fat
content of the milk increased with pomace
addition.

This study was aimed to investigate the effects
of supplementation of dried molasses sugar beet
pulp (3%, 5%, 7%, 10%, 15%, 20% and 25%) on the
silage quality, in vitro organic matter digestibility
(IVOMD) and metabolisable energy (ME) content of
wet tomato pomace (WTP) silage.

Material and Methods

Wet tomato pomace (WTP) material was
obtained from private tomato paste factory in Bursa
city, dried molasses sugar beet pulp (DMSBP) as a
silage additive was provided from Balikesir-Bursa
Beetroot Cooperative. Wet tomato pomace, DMSBP
and the silage samples were dried and grounded
through 1 mm screen in laboratory mill (Wiley mill)
for subsequent analysis. Dry matter (DM), ash and
crude protein (CP) content of WTP, DMSBP and the

silage samples were analyzed by AOAC (2005).
Neutral detergent fiber (NDF) and acid detergent
fiber (ADF) content of WTP, DMSBP and the silage
samples were analyzed according to method
described by Van Soest et al. (1991). Water soluble
carbohydrate (WSC) content of silage material and
silage additive were analyzed according to methods
described by Dubois et al. (1956). Experimental
silage treatments consisted of five replicates for
each treatment, including control WTP silage and
silages supplemented with DMSBP at the ratio of
3%, 5%, 7%, 10%, 15%, 20%, and 25% at fresh
material basis. Silages were prepared in the 1.5 L
glass jars. The jars were stored for 60 days at room
temperature and were opened after 60 days of
ensiling. The pH (Polan et al. 1998) values and dry
matter (AOAC, 2005) contents of the silages were
immediately measured. After pH determined, 10 ml
filtrate was acidified with 0.1 ml 1 M HCI (v/v) and
stored at -18 °C for silage ammonia nitrogen (NHs-
N) analysis. The NHs-N contents of the t silage
samples were analyzed according to the Kjeldahl
method described by Broderick and Kang (1980).
Other 10 ml filtrate was acidified with 0.25 ml of
25% metaphosphoric acid. Volatile fatty acids and
lactic acid were determined by high-performance
liquid chromatography according to the method
reported by Suzuki and Lund (1980). The gas
production values of the silages, WTP (as silage
fresh material) and DMSBP (as silage additive) were
determined through the method described by
Menke and Steingass (1988) using four glass syringe
replicates for each. The in vitro organic matter
digestibility (IVOMD, % OM) and metabolizable
energy (ME) (MJ/kg DM) of silages were calculated
using equations reported by Menke et al. (1979).
Rumen fluid inoculum for the in vitro study was
obtained from slaughtered animals. The data
obtained in the current study was subjected to one-
way analysis of variance using SPSS program (1991).
Duncan multiple mean comparison test was used
for determination the differences among treatment
groups.

Results

Chemical composition, ME, IVOMD and water
soluble carbohydrates (WSC) of wet tomato
pomace (WTP) and DMSBP are presented in Table
1. Effects of different levels of DMSBP on WTP
silage nutrient composition are presented in Table
2. Effect of different levels of DMSBP on pH,
ammonia nitrogen (NH3-N) content and organic
acids of WTP silages are presented in Table 3.
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Table 1. Chemical composition, metabolisable energy, In vitro organic matter digestibility and water soluble
carbohydrates of wet tomato pomace and dried molasses sugar beet pulp

Silage Material DM Ash cP ADF NDF IVOMS ME WsC
WTP 20.08 5.00 16.32 43.44 45.53 60.04 9.64 16.92
DMSBP 93.65 5.80 10.24 27.21 38.99 70.89 10.89 25.48

WTP: Wet tomato pomace; DMSBP: Dried molasses sugar beet pulp; DM: Dry matter, %; Ash: crude ash, % DM; CP:
crude protein, % DM; ADF: Acid detergent fiber, % DM; NDF: Neutral detergent fiber, % DM; IVOMD: In vitro organic
matter digestibility, % OM; ME: Metabolisable energy, MJ/kg DM; WSC: Water soluble carbohydrates, % DM.

Table 2. Effect of dried molasses sugar beet pulp on wet tomato pomace silage composition and metabolisable energy
and in vitro organic matter digestibility

Group DM Ash cp ADF NDF IVOMD ME
Control 21.48h 4.824 17.51° 49.292 55.722 58.23¢ 9.47¢
3% DMSBP 22.728 5.01b¢ 17.432 45.76° 53.73b 59.83¢ 9.70¢b¢
5% DMSBP 24.23f 5.01b¢ 16.62° 44.61% 53.01b¢ 62.48b¢ 10.042b
7% DMSBP 25.43¢ 5.04b 16.15b¢ 43,63 51.66¢ 63.14%0 10.102b
10% DMSBP 26.96¢4 5.19% 15.40¢ 42.189% 51.86¢ 62.672b¢ 9.97%b
15% DMSBP 29.69¢ 5.272 14.544 42.11d 52.69b¢ 65.832 10.382
20% DMSBP 31.90° 5.322 14.214 41.75¢ 51.63¢ 65.1520 10.26°
25% DMSBP 35.102 5.332 14.114 40.85¢ 51.73¢ 65.2220 10.26°
SEM 0.709 0.030 0.213 0.425 0.230 0.444 0.055

af Values in the same column without a common superscript letter are significantly different (P<0.001). DMSBP: Dried
molasses sugar beet pulp; DM: dry matter, %; Ash: Crude ash, % DM; CP: Crude protein, % DM; ADF: Acid detergent
fiber, % DM; NDF: Neutral detergent fiber, % DM; IVOMD: In vitro organic matter digestibility, % OM; ME:
Metabolisable energy, MJ/kg DM; ***: P<0.001.

Table 3. Effect of different levels of dried molasses sugar beet pulp on pH, ammonia nitrogen content and organic acids
of wet tomato pomace silages

Group pH NH3-N LA AA PA BA
Control 3.43% 6.31° 51.252 16.87°¢ 0.008 ND
3% DMSBP 3.452 6.36° 49.082 20.382 0.008 ND
5% DMSBP 3.42% 6.1920 40.97° 17.98° 0.32f ND
7% DMSBP 3.40° 6.092b¢ 35.48¢ 15.44¢d 0.57¢ ND
10% DMSBP 3.400 5.872b¢ 32.08° 15.89bcd 0.734 ND
15% DMSBP 3.43% 5.74¢b¢ 26.484 15.18dd 1.00¢ ND
20% DMSBP 3.42% 5.61b¢ 24.10% 15.14d< 1.19° ND
25% DMSBP 3.43% 5.49¢ 22.52f 14.354 1.352 ND
SEM 0.004 0.079 1.668 0.338 0.491 -

Significance % %k *k % %k %k % %k %k % %k *k % %k ¥ -

a-gValues in the same column without a common superscript letter are significantly different (P<0.001). DMSBP: Dried
molasses sugar beet pulp; pH: pH value; NH3-N: Ammonia nitrogen, NH3-N/TN; LA: Lactic acid, g/kg KM; AA: Acetic
acid,g/kg DM; PA: Propionic acid, g/kg DM; BA: Butyric acid, g/kg DM; ND: Not detected; ***: P<0.001.

Discussion and Conclusion:

Research Article

In this study, DM content of control silage
(21.48%) was found higher than dry matter content
of WTP (20.08%). This difference is thought to be
caused by losses in the form of silo effluents. The
DM values of the silages obtained from the our
study was lower (23.04-34.64%) than the values
obtained in other studies (Weiss et al.,, 1997; Di
Blasi et al., 1997; Capgi et al., 2002; Denek and Can,
2006; Mirzaei et al.,, 2008; Orosz et al., 2012;
Mendez-Llorente et al., 2014; Wu et al.,, 2014).
These differences in DM contents of tomato
pomace may be associated with the differences in
production technologies implemented during the
process of producing tomato pomace (Denek and

Can, 2006). In the present study, the DM values of
the silages increase with inclusion level of DMSBP
addition, and the DM value of 25% DMSBP addition
had highest DM content (35.10%) which is generally
desirable DM value for high quality silages. The DM
values of all the silages obtained in this study
(21.48-%35.10%) were found closer to DM values
accepted for good quality silage (20-35%) (Ergdl,
1993). Crude protein content of WTB was
determined 16.32% while the CP value of the
control silage was found 17.51%. In the present
study, DMSBP addition diminished CP content with
increasing rate of DMSBP addition. The difference in
the CP values was depending on the amount of
seeds than the peels content involved in the tomato

86 Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2017; Cilt: 6, Sayi: 1



Harran Univ Vet Fak Derg, 2017; 6 (1): 84-89

Research Article

pomace (Bradowski and Geisman, 1980; Ensminger
et al.,, 1990; Hasimoglu et al., 1979) Increment of
DMSBP level lowered CP value of silages due to low
CP content of DMSBP than the that of tomato
pomace. In this study CP value (17.51%) of control
silage was found lower than previous studies values
(Weiss et al., 1997; Capc! et al., 2002; Denek and
Can, 2006; Mirzaei et al., 2008; Shabtay et al., 2008;
Orosz et al., 2012; Mendez-Llorente et al., 2014; Wu
et al.,, 2014). In the study conducted by Denek and
Can (2006), tomato pomace silage CP values
prepared with addition of 10%, 15% and 20% wheat
straw were lower than the CP values of current
study. This difference might be from the fact that
researchers used wheat straw as an adsorbent with
a very low content of CP to improve the level of
silage DM. Whereas the ADF and NDF values of the
silage material WTP in this study were found
43.44% and 45.53%, respectively. The ADF and NDF
values of the control silage were found 49.29% and
55.72. While these values were similar to some
previous researches (Capg et al.,, 2002; Tahmasbi
et. al. 2003; Denek and Can, 2006; Wu et. al. 2014),
higher than the values (14.4%-22.2%) reported by
Mendez-Llorente et al. (2014). These differences
may be attributed to different production
technologies WTP. Type and harvest time of the
tomato due to geographical differences can be
other factors effecting CP content. ADF and NDF
values of silages decreased by adding DMSBP
compared with control silage. Inclusion of DMSBP
to WTP were lowered ADF and NDF values of silages
because of poor ADF and NDF content of DMSBP
The in vitro organic matter digestibility (IVOMD)
value (58.23) obtained from the control silage in
this study were similar to the IVOMD value of
previous studies (53.74- 57.34%) reported by Capgl
et al. (2002) and Denek and Can (2006).. Depending
on the DMSBP additions, IVOMD and ME values
were increased compared to the control silage
values. IVOMD and ME values were decreased
depending on the increment of ADF and NDF values
of silages.

The pH value (3.43) obtained from the WTP
control silage in the present study was found lower
than pH values (3.89, 3.92, 3.99, 4.01, 4.35)
reported in former studies (Capgl et al., 2002;
Denek and Can, 2006; Orosz et al., 2012; Tahmasbi
et al., 2003; Weiss et al., 1997). pH values of silage
is an important parameter for determining the
silage fermentation quality. pH values (3.40-3.45) of
the control silage and DMSBP including were found
closer to pH value range (3.5-4.2) for value of good
quality silages (Agikgoz et al., 2002; Kilig, 2006).
Ammonia nitrogen (NH3-N/TN) level obtained in the
control silage (6.31% NH3-N/TN) in this study was
found lower than silage with NH3-N level (10.32%

NH3-N/TN) reported by Weiss et al. (1979) and
higher than value (3.11% NH3-N/TN) indicated by
Tahmasbi et al. (2003), and similar to value (6.18%
NH3-N/TN) obtained by Savrunlu and Denek (2016).
The NHz-N values of the tomato pomace silages
prepared by adding different levels of DMSBP were
found in the range of 5.49 and 6.36%, in this study.
NH3s-N level decreased depending on the increase in
DMSBP addition. Silage NH3-N values, which is one
of the most important criteria in determining the
silage fermentation quality, occur as a result of
degradation of the proteins in the silage by
clostridial microorganisms and it depends on high
protein low DM content of ensilage material (Kung,
2010). Inclusion of DMSBP addition to the TPS
decreased CP content and increased DM levels,
therefore DMSBP decreased in NH3-N levels of the
silages. Plant protease enzymes in the silage are a
main a factor for ammonia nitrogen production and
low pH reduces the degradation of proteins via
inactivating the undesirable anaerobic micro-
organisms such as enterobacteria and clostridia
(Kung, 2010). The pH values (3.40-3.45) of all silages
in this study were might be reason for low NH3-N
values. Degradation of proteins into NH3-N through
degradation is undesirable in quality silages. Hence,
NH3-N/TN value of good quality silages is expected
to be lower than 11% (Carpintero et al., 1979). The
NH3-N/TN values (5.49-6.36% NH3-N/TN) derived
from all the silages in the present study were found
to be lower than the upper limit (11% NH3-N/TN)
reported by Carpintero et al. (1979). Silage lactic
acid content at the level of 65-70% of the total
silage acids shows good silage fermentation (Kung,
2010). In this study, the rate of lactic acid content in
the control silage and 3, 5, 7 and 10% DMSBP added
silages was determined above (75.2% and 65.87%)
the stated rate (i.e. 65-72%) while the lactic acid
level values obtained from the 15, 20 and 25%
DMSBP additions were closer to the rates (65-72%)
reported by Kung (2010). The existence, type and
number of bacteria on the silage product
considerably affect the silage fermentation quality
(Kung, 2010). While the homofermentative lactic
acid bacteria present in the environment during
silage fermentation produce lactic acid from the
sugar as the primary product, the hetero-
fermentative lactic acid bacteria also produce
secondary products including ethyl alcohol, acetic
acid, diacetyl and carbon dioxide apart from lactic
acid (Blandino et al., 2003; Holzapfel and Wood,
1995; Kung, 2008). It has been reported that
increased silage acetic acid concentration inhibits
mold formation and increases silage aerobic
stability (Sucu ve Filya, 2006). In this study, high
acetic acid level was measured due to low dry
matter of the tomato pomace. High nitrogen
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amount and heterofermentative bacteria existence
probably caused high buffer capacity and lead to
fermentation continuity (Kung, 2010). Acetic acid
level increased in the silages with 3 and 5%
additions DMSBP whereas it decreased in the
silages with 7, 10, 15, 20 and 25% addition of it. The
acetic acid contents (14.35 and 20.38 g/kg DM) of
the silages in the present study were determined
lower than the reported 30 g/kg DM value for good
quality silages (Kung, 2010). Propionic acid was not
detected in the control silage and the silage
prepared by adding 3% DMSBP. The propionic acid
content was found 0.32-1.35 g/kg range on DM dry
matter basis. Gradually increment (5, 7, 10, 15, 20
and 25%) of DMSBP raised propionic acid content of
silages. . The propionic acid contents of the present
study were found to be lower than the values
reported by Carpintero et al. (1979). Even though
propionic acid bacteria, which are not resistant to
low pH, could produce propionic acid from lactic
acid and glucose, it was considered doubtful that
propionic acid may or not produced in good
fermented silages (Kung, 2010). The propionic acid,
which the last product of some types of clostridial
bacteria is commonly observed at the level of >3-5
g/kg DM in poor fermented silages (Kung, 2008;
Kung, 2010). In the present study, butyric acid was
not detected in any silage. In addition, bad smell,
spoilage, yeast and mold development were not
observed. It was documented that short-chain
volatile fatty acids such as acetic, propionic and
butyric acids prevents aerobic spoilage in the silages
by particularly suppressing yeast and mold
development (McDonald et al., 1991).

It was concluded that wet tomato pomace
could be ensiled without adding any additive;
however, it could be ensiled with dried sugar beet
pulp including molasses due to its high water
retention capacity and dry matter content.
Moreover, the present study demonstrates that all
the silages obtained by addition of DMSBP dried
molasses sugar beet pulp can be considered as
quality silage. The wet tomato pomace silages
including 10-15% dried sugar beet pulp could be
used as a quality roughage resource for ruminants
because of its high dry matter content and
contribution to fermentation quality in addition to
both the environmental and economic benefits.
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Giivercinde (Columbidae columbiformes) Pekten Okulinin Histomorfolojik

Yapisi
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Ozet: Yapilan calismada giivercinde pekten okulinin histomorfolojik olarak arastirilmasi ve diger kanath tirleriyle
farkhihklarinin ortaya konulmasi amaglandi. Calisma materyalini Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesine getirilen ve
kurtarilamayan iki adet glivercinlerden alinan saglikli goz dokusu 6rnekleri olusturdu. Alinan doku 6rnekleri %10’luk nétral
tamponlu formalin solisyonunda 24 saat tespit edildi. Rutin doku takip islemlerinden sonra bloklanan 6érneklerden seri
kesitler alindi. Alinan bu kesitler Crossman’in lgli boyama yontemiyle boyanarak arastirma mikroskobunda incelendi. Diger
kanatl tdrlerinde oldugu gibi glivercinde de pekten okulinin nervus optikusun retinaya giris bolgesinden vitreusa dogru
uzandigi tespit edildi. Diger kanatlilardan farkh olarak giivercinde pekten okulinin oturdugu kalin bazal laminada retinanin
tamamiyla kopuntuya ugramadigi, optik sinir telleri katinin bir stire daha devam ettigi goruldi. Pektenin oturdugu bazal
kisimda buyuk ¢apli damarlara rastlandi. Bu damarlarin koroidden gelen damardan kdken aldigi belirlendi. Bazalden apikale
dogru gidildikge damar ¢aplarinin kiiguldigi tespit edildi. Bu nedenle damarlar gaplarina gore primer, sekonder ve tersiyer
damarlar olarak siniflandirildi. Siniflandirilan her damar grubundan rastgele 6rnekleme yontemiyle 20 tanesinin gaplari
oOlgllerek, ortalama damar g¢api degerleri elde edildi. Pektenin bazal kisminda ayrica az miktarda melanositlere de rastlandi.
Bu melanositlerin de koroidin lamina vaskulozasinda bulunan melanositlerden kdken almis olabilecegi distinlldi. Pektenin
apikale dogru uzanan kivrimlarinda damarlar ve melanositlerin yani sira pekteneal hyalositlere de rastlandi. Yapilan
calismada elde edilen bulgular ile glivercin pekten okulisinde pekten damarlarinin ve melanositlerin koroidden kdken aldigi
ilk olarak kanitlanmis bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Damar, Giivercin, Histomorfoloji, Melanosit, Pekten okuli.

Histomorphological Structure of Pecten Oculi in Pigeons (Columbidae columbiformes)

Abstract: It is aimed to research the histomorphological structure of pecten oculi in pigeons and to suggest the differences
between other types of avian. Tissue samples from healthy eyes obtained from two pigeons came to the animal hospital
were used. Tissue samples were fixed in 10% neutral-buffered formalin solution for 24 hours. After fixation samples were
treated routine procedure and blocked. Serial sections were taken from the blocked. Those sections were examined under
the microscope after stained with by Crossman’s triple stain. The pecten oculi projects from the optic nerve head into the
vitreous chamber. Differently, it was seen that retina in pigeons was not completely separate from pecten base and ganglion
cell layer were continued for a bit more. There were vessels with wide diameters on the basal part where pecten was
located. This vessel was found to have originated from choroid. It was also seen that vessel diameters got smaller as it went
to the apical from the basal. So, the vessels were classified as primer, secondary, and tertiary vessel. Diameters of 20
randomly chosen vessels from each sections were measured and an average diameter value was found. There was also a
little amount of melanocyte in the basal part of the pecten. These melanocytes were based on the laminated vasculosa of
the choroid. Pecten oculi were covered pecteneal membrane. Besides pecteneal hyalocytes were found in the pecteneal
limiting membrane. According to the findings of the study, it was first proven to have originated from choroid that pigeon’s
veins and melanocytes at the pecten oculi.

Keywords: Vessel, Pigeon, Histomorphology, Melanocyte, Pecten oculi.

Giris

Kanathlar kafalarina oranla olduk¢a buytk olarak, yalnizca Kivi kuslarinda rapor edilen koni tipi

gozlere sahiptir (King ve Mclelland, 1984). Ayrica
kanath géziinde pecten okuli diye adlandirilan essiz
bir anatomik yapi bulunmaktadir. Pekten okulinin
intra  okiiler basinct ve pH'yi  dengeledigi
(Schaepdrijver ve ark., 1989), gbziin savunmasinda
gorev aldig1 (Uehara ve ark., 1996) ve tamamen
damarsiz olan kanatli retinasini besledigi (Kiama ve
ark., 2001) dusliniilmektedir. Olduk¢a damarh ve
pigmentli bir organ olan pekten okuli, nervus
optikusun retinaya giris bolgesinden vitreus
bosluguna dogru uzanir (Brach, 1977). Morfolojik

pekten okuli, devekuslarinda rapor edilen pervane
tipi pekten okuli ve diger birgok kus tiiriinde gorilen
kivrimh tip pekten okuli olmak Uzere Ug¢ grupta
siniflandirilmistir (Meyer, 1977).

Pekten okuli, nervus optikustan vitreusa dogru
uzanirken kivrimlar yapar. Bu kivrimlarin sayisi, sekli
ve uzunlugu hayvan tirlerine goére farklihk
gbstermektedir (Braekevelt, 1991; Rahman ve ark.,
2010; Smith ve ark., 1996). Yapilan histolojik
calismalarda pekten okuli kivrimlarinda bol miktarda
farkli caplarda damarlara ve melanositlere
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rastlandigi bildirilmektedir (Braekevelt ve
Richardson, 1996; Braekevelt, 1993; Dayan ve
Ozaydin, 2013). Elektron mikroskobik calismalarda
pekten kapillarlarinin  etrafinda perisitlerin
varligindan da so6z edilmektedir (Braekevelt, 1991a).
Pekten okuli vitreo-pekteneal membran adi verilen
bir bazal membranla sarilmistir (Uehara ve ark.,
1996). Bazi tiurlerde bu membran lzerinde hyalosit
adi verilen makrofaj benzeri hiicrelere rastlanmistir
(Orhan ve ark., 2011; Pourlis, 2013).

Sunulan c¢alismada, givercine ait pekten
okulinin histomorfolojik ve histometrik olarak
incelenmesi ve diger kanatl tirleriyle aralarindaki
benzerlik ve farkliiklarin  ortaya konulmasi
amaclanmistir.

Materyal ve Metot

Calismada materyal olarak Harran Universitesi
Veteriner Fakiltesi Hayvan Hastanesi’'ne getirilen ve

kurtarilamayan iki adet yabani glivercinden alinan
doku ornekleri kullanildi. Alinan doku érnekleri %10
notral tamponlu formalin solisyonunda 24 saat
tespit edildikten sonra 24 saat yikamaya alindi.
Rutin doku takip prosedirlerine gore dereceli
alkollerden ve xylolden gecirilen doku ornekleri

parafinde bloklandi. Bloklanan bu doku
orneklerinden 5u kalinliginda alinan seri kesite
Crossman’in  modifiye U¢li boyama yontemi

uygulandi (Crossman, 1937; Denk ve ark., 1989).
Boyanan preparatlar arastirma mikroskobunda
(Olympus Cover, 018 model) incelendi. Pekten okuli
kivrimlarinda gozlenen ve rastgele O6rnekleme
yontemiyle segilen primer, sekonder ve tersiyer 20
ayri damar ¢ap! Bs200Pro goriintl analiz programi
(BAB software) ile olguldli. Elde edilen verilerin
ortalamalari ve standart hatalari alinarak her gruba
ait damarlarin ortalama c¢aplari tespit edildi (Tablo
1).

Tablo 1. Primer, sekonder ve tersiyer damarlarin ¢aplarina ait veriler (um)

Primer Primer Primer Sekunder Sekonder Sekonder Tersiyer Tersiyer Tersiyer
Damar En Damar Cap Damar En Damar Boy Cap Damar En Damar Cap
Boy Boy
33.77 186.83 79.43 38.33 57.49 46.94 18.36 20.64 19.46
45.53 135.43 78.52 42.3 54.05 47.81 12.35 19.02 15.32
64.14 331.37 145.78 46.9 68.89 56.84 16.74 16.73 16.73
68.97 273.37 137.31 41.43 63.85 51.43 16.58 15.82 16.19
56.25 312.98 132.68 45.58 53.4 49.33 14.65 13.9 14.27
58.64 300.5 132.74 42.21 87.92 60.91 12.15 19.62 15.43
54.98 179.43 99.32 69.84 57.65 63.45 9.6 23.14 14.90
45.58 155.06 84.06 26.21 123.01 56.78 13.72 18.29 15.84
79.15 148.45 108.39 17.11 83.11 37.70 14.3 46.76 25.85
64.51 339.09 147.90 38.8 58.96 47.82 12.81 11.57 12.17
45.86 158.04 85.13 17.76 74.61 36.40 23.62 26.52 25.02
52.34 209.39 104.68 34.28 64.87 47.15 12.56 15.61 14.00
49.94 133.44 81.63 40.59 60.84 49.69 14.61 18.7 16.52
52.24 311.43 127.55 31.08 88.19 52.35 19.1 16.09 17.53
53.04 127.08 82.09 50.11 111.76 74.83 12.75 24.35 17.61
51.71 140.71 85.30 37.2 62.21 48.10 15.28 24.64 19.40
64.4 283.37 135.08 53.38 132.84 84.20 14.65 19.13 16.74
49.71 351.3 132.14 33.52 189.68 79.73 16.2 24.74 20.01
60.67 268.3 127.58 44.86 65.38 54.15 14.39 32.72 21.69
Ortalama 110.91 55.03 17.62
Standart Sapma 24.88 12.51 3.48
Bulgular
Makroskopik incelemeler sonucu, giivercinde Mikroskobik incelemelerde, pekten okuli

pekten okulinin kiviimh sekilli oldugu gozlendi.
Pekten okuli yaklasik 14-15 adet fan benzeri
kivrimdan olusmaktaydi. Pekten genis bir temel
izerine oturmustu ve pekten kivrimlari apikalde bir
képriyle birbirine baglanmaktaydi. Makroskopik
olarak bakildiginda, pekten okulinin nervus
optikusun g6z kiiresine giris bdlgesinin hemen
yaninda yer aldigi gozlendi.

nervus optikusun retinaya giris bolgesinde genis bir
temel Uzerine (pekten bazali) oturdugu ve buradan
da kivrimlar yaparak apikale dogru uzandig
belirlendi (Sekil 1). Pekten bazalinin saginda ve
solunda retina tabakasinin oldugu gozlendi.
Retinanin  pekten bazalinin basladigi  kisimda
tamamiyla kopuntuya ugramadigi ve retina sinir
telleri katinin bu temel (zerinde bir sire daha
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devam ettigi belirlendi (Sekil 2). Retina sinir telleri
kati  pekten kivrimlarinin  ortaya g¢ikmasiyla
kayboldugu, pekten kivrimlarinin ise apikale dogru
ilerlerken dirseklenerek geriye dogru dondigu ve
pekten bazaline tekrar baglandigi gozlendi (Sekil 3).

Pekten bazalinde blyik ¢apli damarlara
rastlandi. incelenen kesitlerde koroidin lamina
vaskulozasindan gelen genis c¢apli bir damarin
nervus optikusu delerek pekten bazaline dogru
ilerledigi ve pekten kivrimlarindaki damarlara
baglandigi tespit edildi (Sekil 4, Sekil 5). Pekten
bazalinden apikale dogru ilerleyen damarlarin
caplarinin  kiguldigu tespit edildi. Bu nedenle
damarlar ¢aplarina gore primer, sekonder ve tersiyer
damarlar olarak siniflandinldi. Siniflandirilan her
damar grubundan rastgele 20 tanesinin g¢aplari
oOlgllerek ortalama damar capi degerleri elde edildi

(Tablo 1, Sekil 6). Elde edilen verilere bakildiginda
pektenin bazalinde ve pekten kivrimlarinin bazal
yarima yakin kisimlarinda yogun olarak gozlenen
primer damar ¢aplarinin ortalama 110.91+24.88 um
oldugu belirlendi. Pekten kivrimlarinda apikale
dogru gidildikce primer damarlarin kayboldugu
gozlendi. Pekten kivrimlarin orta kisimlarin sekonder
damarlar bulunmaktaydi. Tersiyer damarlar ise
sekonder damarlarin etrafinda pekteneal bazal
membrana yakin  bolgede yogunlasmaktaydi.
Tersiyer damarlar tipki tespih taneleri gibi art arda
iki sira halinde dizilmekteydi (Sekil 7). Elde edilen
veriler degerlendirildiginde sekonder damarlarin
ortalama ¢aplari 55.03+12.51 um olarak tespit
edilirken tersiyer damarlarin ortalama gaplar
17.62+3.48 olarak belirlendi (Tablo 1, Sekil 6).

.‘

Sekil 1-3. Guvercinde pekten okulinin genel histolojik gériinim{. D: Damar, K: Koroid, PB: Pekten Bazali, PO: Pekten kuli, R:

Retina, V: Vitreus, ok: Retina sinir telleri kati, ok baslari: Pekten kivrimlarinin baslangici, kivrilmis ok: Pekten kivriminin
dirseklenmesi. Sekil 4-5. Glvercinde pekten okulinin ve damarlarinin histolojik gértinimi. K; Koroid, PB; Pekten bazali, PK;
Pekten kivrimi, P; Primer damar, S; Sekonder damar, kalin egik ok; Koroidden gelen damar, ince kivrilmis ok; Pekten
dirseklenmesi, ok baslari; Tersiyer damarlar. $ekil 6. Guvercinde pekten okuli damar gaplarinin 6lglimi. R: Retina, P: Primer
damar, S: Sekonder damar, ok baslari: Tersiyer damar. Sekil 7. Glivercinde pekten okuli damarlarinin histolojik gériiniima. P:
Primer damar, ok: Sekonder damar, ok basi: Tersiyer damar. $Sekil 8. Giivercinde pekten kivrimlarinin histolojik gériinimi.
Kalin ok: Melanosit, ince oklar: Sekonder damar, ok baglari: Tersiyer damar. Sekil 9. Glivercinde pekten kivriminin histolojik

gorinlimi. Ok: Hyalosit.

Pektenin bazal kisminda primer damarlar
disinda az miktarda melanositlere de rastlandi. Bu
melanositlerin  ¢ogunlukla  koroidden  gelen
damarlarin etrafinda bulundugu ve yogunluklarinin

apikale dogru gidildikge arttigi gozlendi. Her ne
kadar bu hiicrelerin sekonder ve tersiyer damarlarin
aralarini doldurmus olduklari gozlense de baslica
pekteneal membranin altinda yogunlastigl tespit
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edildi. Onceden calisilan diger kanatli tirleriyle
karsilastirildiginda ise glvercin pekten okulisinde
bulunan melanositlerin yogunlugunun daha az
oldugu belirlendi (Sekil 8).

Pekteneal membranla c¢evrili olan pekten
okulide membranin  hemen {stlinde pekten
kivrimlarina yapisik halde pekteneal hyalositlerin de
bulundugu tespit edildi (Sekil 9). Melanositlere
benzer sekilde bu hicrelerin de diger kanath
turlerine gore glvercinlerde daha seyrek olarak
goraldugu tespit edildi.

Tartisma ve Sonug

Yapilan calismalarda, yalnizca kanath goziinde
bulunan ve bircok farkli fonksiyona sahip oldugu
dislintlen pekten okuli yapisinin hayvan tirlerine
gore degistigi belirlenmistir (Braekevelt, 1991;
Orhan ve ark., 2011; Rahman ve ark., 2010). Pekten
okulinin sekli, uzunlugu ve pekten kivrimlarinin
sayisi  turlere gore farklihk  gostermektedir.
Avustralya Galah’inda (Braekevelt ve Richardson,
1996) ve Japon orman kargalarinda (Rahman ve
ark., 2010) yaklasik 20-25 adet fan seklinde pekten
kivrimi tespit edildigi bildirilirken baykusta akordion
benzeri 8-10 kivrim (Smith ve ark., 1996) ve bulyiik
mavi balik¢ilda (Braekevelt, 1991a) fan benzeri
yaklasik 10-14 kivrim  bulundugu bildirilmistir.
Sunulan ¢ahsmada, glivercinlerde yaklasik 15 adet
fan benzeri pekten kivrimi oldugu tespit edildi.
Guvercinlerin kivrim sayisinin balkgillar gibi kiiguk
kafali kuslara benzer oldugu belirlendi. Bununla
birlikte glvercinde pekten kivrimlarinin apikale
dogru ilerlerken kivrim yaparak geri dondiGgi ve
tekrar bazale baglandigi gozlemlendi. Bu olusum,
givercinde pekten okulinin seklinin neden kemer
bicimde (Tucker, 1975) gorindiginli ortaya
koymaktadir. Sekilleri farkli olsa da tim kanath
pekten okulilerinde, bol miktarda kapillar damarlar
ve melanositlere rastlandigi belirtilmektedir (Dayan
ve Ozaydin, 2013). Elektron  mikroskobik
incelemelerde ise kapillar damarlarin etrafinda
perisitlerin de bulundugu bildirilmektedir
(Braekevelt, 1991a). Sunulan c¢alismada, diger
kanath tiirlerine benzer sekilde giivercinlerde de bol
miktarda  kapillar damar  bulundugu ancak
melanositlerin ve hyalositlerin yogunlugunun az
oldugu belirlendi.

Yapilan arastirmalarda, pekten kivrimlarinda
bulunan kapillar damarlarin hayvan tiriine bagh
olarak farkli ¢apta ve yogunlukta olabilecegi
belirlenmistir. Bazi ¢alismalarda pekten
kivrimlarinda buyuk ¢apli damarlar ve kapillarlarin
varhgindan s6z edilmektedir (Rahman ve ark., 2010).
Diger bazi calismalarda ise afferent ve efferent
damarlar olarak adlandirilan biyiik ve kiguk caph
damarlardan bahsedilmektedir (Onuk ve ark., 2013).

Yapilan komparatif bir ¢calismada (Dayan ve Ozaydin,
2013) ise farkli hayvan tiirleri arasinda pekten
damarlarinin  ¢api karsilastirlmis ve devekusu,
ordek, glivercin, hindi ve sigircikta ortalama damar
caplari sirasiyla 20.23, 14.34, 11.78, 12.58 ve 12.78
pum oldugu bildirilmistir. Glvercinlerde yapilan bu
¢alismada ise Ug farkh ¢apta damar oldugu dikkati
¢ekti. Bu nedenle damarlar primer, sekonder ve
tersiyer damarlar olarak siniflandirildi.  Primer
damarlarin pekten bazalinden basladigl ve pekten
kivrimlarinin  bazale yakin kisminda yogunlastig
belirlendi. Sekonder ve tersiyer damarlarin ise
pekten  kivrimlarinin  apikale dogru uzanan
kisimlarinda oldugu gozlendi. Sekonder damarlar
kivrimlarin ortasinda yer alirken tersiyer damarlarin
bunlar sardigi ve pekteneal membran altinda
yerlestigi  dikkati ¢ekti. Pekten kivriminin en
apikaline dogru ise tersiyer damarlarin iki sira
halinde boncuk gibi dizildigi ve sayilarinin
yogunlastigi gézlemlendi. Sunulan ¢alismada, pekten
kivrimlarinda damar c¢aplari 6lgildigiinde primer
damar caplarinin ortalama 110.91+24.88 um,
sekonder damar gaplarinin ortalama 55.03+12.51
pum mikrometre ve tersiyer damar c¢aplarinin
ortalama 17.62+3.48 um oldugu belirlendi.

Pekten okulinin tim kanatlilarda pekteneal
sinirlayici membran adi verilen ince bir bag dokuyla
cevrelendigi bildirilmektedir (Brach, 1977; Smith ve
ark., 1996). Bazi kanath tirlerinde bu bag doku
etrafinda hyalosit adi verilen ve makrofaj benzeri
hiicre olarak adlandirilan hiicrelere de
rastlanilmaktadir (Korkmaz ve Kum, 2016). Tavuk
(Uehara ve ark., 1996) ve 6rdekte (Braekevelt, 1998)
pekteneal hyalosit varligindan s6z edilmekteyken
kirmizi  kuyruklu atmaca (Braekevelt, 1991) ve
kargada (Braekevelt, 1994) hyalositlere
rastlanmadig bildirilmistir. Sunulan galismada tipki
tavuk ve ordekte oldugu gibi glivercinlerde de
pekteneal hyalositler tespit edildi.

Sonug¢ olarak, glivercinlerde pekten okulinin
yapisi histomorfolojik olarak ortaya konuldu. Daha
once gesitli kanatli tlrlerinde pekten okuli Gzerine
yapilmis sayisiz arastirma bulunmaktadir
(Braekevelt, 1994; Smith ve ark., 1996). Sunulan
¢alismada yaban giivercininde pekten okulinin yapisi
histomorfolojik olarak incelendi ve pekten kivrim
sayisi yoniinden balikgillarla, damar yogunlugu ile
diger bircok kanatl tirlyle benzerlik gosterdigi
ortaya konuldu. Pekten okulinin embriyolojik
donemde koroid vyariginin kapanmasi sirasinda
ortaya ¢iktigi ve koroidden koken aldigi
bildirilmektedir (Romanoff, 1960). Ancak eriskin
kanath tarleriyle ilgili simdiye kadar yapilan
calismalarda kroid-pekten iliskisine dair herhangi bir
verinin ortaya konmadigi gorilmektedir. Sunulan
calismada yaban glvercininin  pekten okuli
bolgesinde yer alan kapillarinin koroidin lamina
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vaskulosa’sindan c¢ikan buyilk ¢apli damarlarla olan
baglantisi ortaya kondu. Pekten okulide bulunan
damarlarin gaplari géz 6niinde bulunduruldugunda
primer, sekonder ve tersiyer damarlar olarak 3
grupta incelenebilecegi belirlendi. Yapilan
calismanin bu yontyle bircok calismaya kaynak
olusturacagl ve daha detayli calismalarla pekten
okuli igin tlrlerde form-fonksiyon iliskisinin
irdelenebilecegi distinilmektedir.

Kaynaklar

Brach V, 1977: The functional significance of the avian
pecten: a review. Condor, 79, 321-327.

Braekevelt CR, 1991: Electron microscopic observation on
the pecten oculi of the Gread Blue Heron. Histol His-
topathol, 6, 345-351.

Braekevelt, CR, 1991a: Fine structure of the pecten oculi
in the Red-Tailed Hawk. Anat Histol Embryol, 8, 9-15.

Braekevelt CR, 1993: Fine structure of the pecten oculi in
the Great Horned Owl. Histol Histopathol, 8, 9-15.

Braekevelt CR, 1994: Fine structure of the pecten oculi in
the American crow. Anat Histol Embryol 23, 357-
366.

Braekevelt CR, 1998: Fine structure of the pecten oculi of
the emu. Tissue Cell 30, 157-165.

Breakevelt CR, Richardson KC, 1996: Fine structure of the
pecten oculi in the Australian Galah (Eolophus
roseicapillus) (Aves). Histol Histopathol, 11, 565-571.

Crossman G, 1937: A modification of Mallory’s connective
tissue stain with a discussion of the principles
involved. Anat Rec, 69, 33-38.

Dayan MO, Ozaydin TA, 2013: Comparative
morphomertical study of the pecten oculi in
different avian species. Sci World  J,
http://dx.doi.org/10.1155/2013/968652

Denk H, Kunzele H, Plenk H, Ruschoff J, Sellner W, 1989:
Romeis microscopische tecnic, 17, Neubearbeitete
Auflage. Urban und Schwarzenberg, Miinchen,
Wien, Baltimore, 439-450.

Kiama SG, Maina JN, Bhattacharjee J, Weyrauch KD, 2001:
Functional morphology of the pecten oculi in the
nocturnal spotted eagle owl (Bubo bubo africanus),
and the diurnal black kite (Milvus migrans) and
domestic fowl (Gallus gallusvar. domesticus): a
comparative study. J Zool 254, 521-528.

King AS, McLelland J, 1984: Special sense organs. In: King
AS, MclLelland J, editors. Birds: Their structure and
function, 2nd ed. London: Baillie _ee Tindall. pp.
284-314.

Korkmaz D, Kum S, 2016: Investigation of the antigen
recognition and presentation capacity of pecteneal
hyalocytes in the chicken (Gallus gallus domesticus).
Biotech & Histochem, 91, 3, 212-219.

Meyer DB, 1977: The avian eye and its adaptations. In:
Handbook of sensory physiology. Vol V1115. The
visual system in vertebrates. Crescitelli F. (ed).
Springer-Verlag. Berlin. 549-612.

Onuk B, Tutuncu S, Alan A, Kabak M, 2013:
Macroanatomic, light and scanning electron
microscopic studies of the pecten oculi in the stork
(Ciconia ciconia) Microsc Res and Tech, 76, 963-967.

Orhan, Ol, Ekim O, Bayraktaroglu AG, 2011: Morphological
investigation of the pecten oculi in quail (Coturnix
coturnix Japonica). J Fac Vet Med Univ Ankara, 58, 5-
10.

Pourlis AF, 2013: Scanning electron microscopic studies of
the pecten oculi in the quail (Coturnix coturnix
Japonica). Anat Res Int,
http://dx.doi.org/10.1155/013/650601.

Rahman ML, Lee E, Aoyama M, Sugita S, 2010: Light and
electron microscopy study of the pecten oculi of the
jungle crow (Corvus macrorhynchos). Okajimas Folia
Anat Jpn, 87, 75-83

Romanoff AL, 1960: The avian embryo: structural and
functional development. 1st ed . Brett-Macmillan
Ltd., Gald-Ontorio. pp. 397-404.

Schaepdrijver L de, Simoens P, Lauwers H, Geest JP de,
1989: Retinal vascular patterns in domestic animals.
Res Vet Sci, vol. 47, 1, 34-42.

Smith BJ, Smith SA, Braekevelt CR, 1996: Fine structure of
the pecten oculi of the barred owl (Strix varia).
Histol Histopathol, 11, 1, 89-96.

Tucker R, 1975: The surface of the pecten oculi in the
pigeon. Cell Tiss Res, 157, 457-465.

Uehara M, Imagawa T, Kitagawa H, 1996: Morphological
studies of the hyalocytes in the chicken eye:
scanning electron microscopy and inflammatory
response after the intravitreous injection of carbon
particles. J Anat, 188, 3, 661-669.

Yazisma Adresi: Deniz KORKMAZ

Harran Universitesi, Veteriner Fakltesi,

Histoloji Embriyoloji Anabilim Dali, Sanliurfa, Tirkiye.
e-mail: dekork@gmail.com

94 Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2017; Cilt: 6, Sayi: 1


http://dx.doi.org/10.1155/2013/968652
http://dx.doi.org/10.1155/013/650601

Harran Univ Vet Fak Derg, 2017; 6 (1): 95-98 Olgu Sunumu

Simental Irki Bir Buzagida Coklu Urogenital Sistem Anomalisi**

Sadik YAYLAY, Engin KILIG!, Hasan OZEN?, Vedat BARAN?, Ugur AYDIN?, Emin KARAKURT?

1Kafkas Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Cerrahi Anabilim Dali, Kars, Tirkiye.
2Kafkas Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali, Kars, Tirkiye.

Gelis Tarihi: 27.10.2016 Kabul Tarihi: 06.01.2017
Ozet: Bu olgu sunumunda; bir buzagida coklu iirogenital sistem anomalisi olarak bilinen ve atresia ani et vulva, kloaka
olusumu, vaginal ektopi ve koksigeal agenesiyi iceren olgunun tanimlanmasi ve sagaltim sonuglarinin degerlendirilmesi
amaglandi. Olgumuzu kuyruk yoklugu ve perineal bolgede bir kitle sikayeti ile klinigimize getirilen simental irki, 2 giinltk bir
buzagl olusturdu. Yapilan klinik muayenede; atresia ani, atresia vulva ve perineal bolgede yaklagik 8x10x25 cm
buytkliginde fluktuan bir kitle saptandi. Kitle sedasyon ve lokal infiltrasyon anestezisi esliginde cerrahi olarak ekstirpe
edildi ve histopatolojik incelemede vagina mukozasi ile uyumlu non-keratinize ¢ok katli yassi epitelyum belirlendi.
Postoperatif donemde hayvanin sorunsuz bir sekilde defakasyon ve irinasyonunu yaptigi belirlendi. Sonug olarak; bu olgu
sunumu ile benzer vakalar agisindan klinik pratige ve literatiire katki saglanacagi diisiintlda.
Anahtar Kelimeler: Atrezia ani, Atrezia vulva, Kloaka olusumu, Buzagi.

Multi Urogenital System Anomalies in a Simmental Calf

Abstract: The purpose of this case presentation was to describe multi organ anomalies, including atresia ani and vulva,
cloacal formation, vaginal ectopy, and coccygeal agenesis, in urogenital system of a calf, and to evaluate the results of the
treatment. The case material was a 2-day old Simmental calf brought to the clinic with complaints of a mass at the perineal
area and the lack of tail. Clinical examination revealed atresia ani, atresia vulva and a fluctuant mass sizing 8x10x25 cm at
the perineal region. Under sedation and local infiltration anesthesia, the mass was surgically extirpated and in
histopathological examination it was determined non-keratinized stratified squamous epithelium, which complies with the
vaginal mucosa histomorphology. In follow up, the animal was seen to defecate and urinate with no problems. In
conclusion, the present case contributes to clinical practice and to the literature in terms of similar cases.

Keywords: Atresia ani, Atresia vulva, Cloacal Formation, Calf.

Giris

Bir¢ok evcil hayvan tiirlinde farkl sistemlere ait kasaplk bir degere ulagsmasina katki saglamak

anomalilerinin bir arada veya ayri ayri sekillenebile-
cegi; bunlar arasinda atresia ani, rektovaginal fistiil,
kolon agenezi yaygin olarak yer tutarken rektouret-
ral fistll, agenesi ve ektopilerin daha nadir olarak
goraldugiu rapor edilmistir (Aslan ve ark., 2009;
Belge ve ark., 2000; Durmus ve Cinar, 2011; isler ve
ark., 2016; Kilig ve ark., 2005; Kili¢ ve ark, 2006;
Sindak ve ark., 2010; Yayla ve ark., 2016). Ayrica,
bircok sistemi icine alan ¢oklu kongenital anomali-
lerin tek bir hayvanda goriilebilecegi de bilinmekte-
dir (Dogan ve Sindak, 2013; Durmus ve Cinar, 2011;
Kilig ve ark, 2006; Sindak ve ark., 2010). Kongenital
anomalilerin nedenlerinin belirlenmesi her zaman
mimkiin olmamakla beraber ¢ogu zaman mutas-
yon, kromozomal defektler, viral veya bakteriyel
enfeksiyon, intoksikasyon ve gebelikte yetersiz veya
kéti beslenme ile iliskilendiriimektedir. Ozellikle
gebeligin erken donemlerinde yapilan rektal palpas-
yon ya da diger farkli cevresel faktorlerinde etkili
olabilecegi dusinilmektedir (Durmus ve Cinar,
2011; Kihg ve ark., 2005; Kili¢ ve ark. 2006; Yayla ve
ark., 2016). Ozellikle ciftlik hayvanlarinda tespit
edilen anomali veya malformasyonlarin sagaltimin-
da temel amag; hayvanin yasamini slrdurerek

yoninde olmaktir (Kilig ve ark. 2006, Kilig ve ark.
2015).

Bu olgu sunumunda bir buzagida karsilasilan
atresia ani, atresia vulva, kloaka olusumu, vaginal
ektopi ve koksigeal agenesiyi iceren ¢oklu Urogenital
sistem anomalisinin tanimlanmasi ve uygulanan
sagaltim sonuglarinin bir arada degerlendirilmesi
amaglandi.

Olgu Tanimi

Olgumuzu kuyruk yoklugu ve perineal boélgede
bir kitle sikayeti ile Kafkas Universitesi Veteriner
Fakiltesi Cerrahi Anabilim Dali Klinigine getirilen
simental irki, 2 glinlik bir buzagi olusturdu (Sekil 1).
Buzaginin defakasyon veya (rinasyon yapmadigi,
ancak kitlenin u¢ kisminin diski ile bulasik oldugu ve
buranin detayll incelendiginde toplu igne basl
blyukluglinde bir fistlil agzinin oldugu goruldi. Bu
fistil deliginin dogustan mi yoksa sonradan mi
olustugu yoniinde gerek anamnez gerekse klinik
muayene sonuglarina gore kesin bir yargiya
varilamadi.

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2017; Cilt: 6, Sayi: 1 95



Harran Univ Vet Fak Derg, 2017; 6 (1): 95-98

Olgu Sunumu

Yapilan klinik muayenede; koksigeal agenesi,
atresia ani et vulva ve perineal bodlgeden baslayip
inguinal boélgeye kadar uzanan ve bu bolgede geriye
dogru dirseklenme gosteren yaklasik 8x10x25 cm
blyukliginde fluktuan bir kitle saptandi (Sekil 2).
Bu kitlenin total olarak ekstirpe edilmesi
kararlastirilan olguda operasyon igin sedasyon (0.2
mg/kg/intramuskiiler, xylazine HCI, Rompun?,
Bayer) ve lokal infiltrasyon (20 ml, %2 lidokain HClI,
Adokain®, Sanovel) anestezisi tercih edildi. Tras-
dezenfenksiyon ve bélgenin sinirlandirilmasi gibi
rutin operasyon hazirliklarini takiben kitlenin dip
kismina sirkuler bir sekilde yapilan ensizyonla
bolgeye ulasildi (Sekil 3). Operasyon sirasinda
kitlenin lumenli bir yapida oldugu ve vagina
oldugundan stphe duyulan kesenin dorsalde
rektum ile kloakal bir yapi seklinde birlestigi
gorildu. Kitle igeriginin ise sulu kivamindan dolayi
mekonyumla karisik idrar olabilecegi yorumlandi.
Asepsi ve antisepsi kurallarina gereken 06zen
gosterilerek kitle icerigi bir bobrek kivet igerisine
bosaltildiktan sonra kese seklindeki yapi ekstirpe
edildi. Daha sonra dorsalde yer alan kloaka yapisina
(Sekil 4) herhangi bir midahalede bulunulmaksizin
bolgede olusan kitle yatagindaki kas ve deri karsi
karsiya getirilerek bolge kapatildi.

Sekil 2. Kitlenin preoperatif gorinimi.

Sekil 4. itIe uzaklastirildiktan sonra kloakal yapi (siyah

Sékﬁ 5. Olgunun postoperatif gérUnUrﬁU.
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Sekil 6. Doku 6rnegindeki non'-kefati'niie 'g‘ok'k‘a;rtllri/assf

epitelyum ve ¢ok sayida submukozal damar, hematoksilen
eozin.

Postoperatif bir hafta sire ile antibiyoterapi ve
yara bakimi yapildi (10,000 IU benzilpenicillin
prokain, 10 mg dihidrostreptomycin sulphate,
Reptopen S, CEVA-DIF). Postoperatif donemde
hayvanin sorunsuz bir sekilde defakasyon ve
Urinasyonunu bu kloakal yapidan bazen bir arada
bazen de ayri ayn yaptigi gorilda (Sekil 5). Daha
sonra operasyondan sonraki ilk bir ay boyunca
yapilan takiplerde buzaginin normal gelisiminde
aksama olmadigi ve genel durumunun iyi oldugu
ogrenildi. Ekstirpe edilen kitleden alinan doku
ornekleri %10’luk tamponlu formaldehitte tespit
edildi. Rutin islemlerin ardindan hazirlanan kesitler
Hematoksilen eozin ile boyanarak i1sik mikroskobun-
da incelendi. Histopatolojik bulgulara dayanarak
kitlenin vagina mukozasi ile uyumlu non-keratinize
cok katli yassi epitelden olustugu tespit edildi (Sekil
6).

Tartisma ve Sonug

Diger bir ¢ok hayvan tirinde oldugu gibi
buzagilarda da uretral stenosis, dilatasyon,
divertikulum, atresia gibi Urogenital anomalilerin
atresia ani, atresia ani et rekti ya da rektovaginal
fistll ile birlikte gorulebilecegi farkli bir ¢cok yazarca
(Bademkiran ve ark., 2009; Durmus ve Cinar 2011;
isler ve ark., 2016; Kilig ve ark., 2005; Kili¢ ve ark.,
2015; Kihg ve ark., 2006; Krishna ve ark., 2009;
Shakoor ve ark., 2012; Sindak ve ark., 2010; Yayla ve
ark., 2016) bildirilmistir. Olgumuzda ise atresia ani,
atresia vulva, kloaka olusumu, vaginal ektopi ve
koksigeal agenesiyi iceren g¢oklu lirogenital sistem
anomalisi olarak tanimlandi. Bu olguda ektopik
vaginadan olusan bir kese igerisinde kloakal
kanaldan gelen diski ve idrar karisimi birikerek
kitlenin zamanla buyuyerek yaklasik 8x10x25 cm
hacmine ulastigi  distntlmistir.  Operasyon
sirasinda vagina benzeri yapinin vicudun disinda

ampil benzer bir kese seklini aldigi ve perineal
bolge diizeyinde idrarla diskinin karisimina bagh
olarak fluktuan bir kitleye doénistigli anlasiimis,
ancak vaginal yapi olarak yorumlanan bu organ
normal lokalizasyonuna getirilememistir. Yapilan
histopatolojik incelemelerde bu kitleden alinan
kesitlerin vagina mukozasi ile uyumlu non-keratinize
cok katli yassi epitelden oldugu tespit edilmis ve
ektopik mega vagina tanisi konmustur.

Sindirim  sistemiyle  birlikte  ¢ogunlukla
Girogenital sistemin de dahil oldugu coklu anomali
veya malformasyonlarin patogenezi tam olarak
bilinmemekle birlikte genetik ve cevresel faktorleri
de icine alan degisik birgok faktoriin etkili oldugu
diistintilmektedir (Aslan ve ark., 2009; Belge ve ark.,
2000; Dogan ve Sindak, 2013; Durmus ve Cinar,
2011; Kilig ve ark., 2005; Kilig ve ark, 2006; Sindak ve
ark., 2010; Yayla ve ark., 2016). Nedenin saptanmasi
bircok agidan 6énemli olmasina ragmen sunulan bu
olguda nedenin belirlenmesine yonelik imkanlar
Olgusiinde herhangi bir girisimde bulunulmamistir.
Bu olguda hayvanin kasaplik bir deger kazanana
kadar bile olsa normal yasamini siirdiirmesine
yardimci olunmasi amaglandi ve uygulanan operas-
yonla buzaginin drinasyon ve defekasyon yaparak
akranlari gibi besi performansina ulastigl anlasil-
migtir.

Sonug olarak bu olgu sunumu ile simental irki
iki glinlik bir buzagida karsilasilan atresia ani,
atresia vulva, kloaka olusumu, vaginal ektopi ve
koksigeal agenesiyi de iceren c¢oklu Urogenital
sistem anomalisi tanimlanarak, vakanin raporlan-
masi ile 6zellikle saha sartlarinda galisan meslektas-
larimiza benzer olgulari degerlendirmede 151k
tutacagi ve literatiire katki sunacagi distinGlmustir.
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Platelet Rich Plasma (PRP) Treatment in a Dog with Heavily Injured Tail due to
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Abstract: This case report presents the clinical healing success of PRP application in a 2 years old male Kangal dog with tail
chasing syndrome which chewed and snapped part of its tail and resulted with a devitalized, necrotized and inflamed
severe complex wound. PRP is an easily applied, autologous, relatively cheap and efficient regenerative method. This report
aims to point out the benefits of this rapid and efficient method in wide, non-healing wounds due to localization or other
reasons.
Keywords: Platelet rich plasma (PRP), Dog, Tail, Wound.

Bir K6pekte Kuyruk Yakalama Davranigina Bagh Olarak Olugsan Kuyruk Yaralanmasinda
Trombositce Zengin Plazma (TZP) Uygulamasi

Ozet: Bu raporda kuyruk yakalama davranissal bozukluguna bagli olarak, kendi kuyrugunu parcalayarak, bir kisminin
kopmasina neden olmus, kalan kisminda da devitalize, nekrotik, yangili ve kompleks bir yara olusan 2 yasindaki erkek bir
Kangal kopekte PRP uygulamasiyla erisilen basarili klinik iyilesme streci sunulmaktadir. PRP kolay uygulanan, otolog,
nispeten ucuz ve etkin bir rejeneratif tedavi yontemidir. Bu olgu, genis alanli, iyilesmede lokalizasyon ve diger nedenlere

bagl giiglik yasanan yaralarda hizli ve basarili sonuglar veren bu yonteme dikkat gekmek amaciyla sunulmustur.
Anahtar Kelimeler: Trombositce zengin plazma (TZP), Képek, Kuyruk, Yara.

Introduction

Tail chasing is a behavioral problem observed
in dogs, usually having a compulsive etiology.
However, displacement behavior, epileptic episodic
behavior, neuropathologic disorders, psychotic or
hallucinatory disorders or acrodermatitis all may be
underlying disorders and must certainly be
concerned (Landsberg et al., 2003). Conditions
triggering the action are boredom, past injury or
trauma, attention seeking, genetic (Bull Terriers and
German Shepherds), confinement, physical abuse
and separation (Hartigan, 2000). Management of
the problem includes behavioral modification
regarding identification of the etiology, elimination
of predisposing factors and breaking the habit,
desensitization  or  counterconditioning  and
pharmaceutical intervention with naltrexone,
risperidone, clomipramine or fluoxetine (Landsberg
et al., 2003; Yalcin, 2010). In some cases, tail
chasing results with violent injuries of the tail,
usually with complicated ulcerations, necrosis and
suppuration. In this situation, wound has the major
priority. Conventional wound management is the
first step, but rapid regeneration is desired
considering the complexity of the situation and
vulnerable location of the wound.

Platelet rich plasma (PRP), is described as a
high concentrated plasma solution obtained from

the patient’s own blood. There are three types of
granules in platelets which include platelet-derived
growth factors (PDGF), transform growth factor
beta (TGFb 1 and 2), epithelial growth factor (EGF),
vascular endothelial growth factor (VEGF), 300
different proteins (Textor, 2014) and bioactive
factors (Foster et al., 2009). These factors modulate
cell proliferation, differentiation, angiogenesis and
chemotaxis. PRP is included within regenerative
medicine area in the last 10 years (Sanches-
Gonzales et al.,, 2012). In this case, a therapeutic
approach with PRP in a tail injury is reported.

Case History

A 2 years old intact male Kangal dog with tail
chasing behavioral problem was referred to our
clinics in June 2016. Drug therapy together with
behavioral modification techniques and
conventional therapy for the dermatitis of the tail
were prescribed in detail. 8 months later, the dog
was re-emerged with a terrible clinical presen-
tation. The owners denoted that following the
previous referral, they applied the prescriptions for
a month and got favorable results, but then they
decided to leave the dog to one of their relatives in
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the village aiming to provide more freedom to the
dog. However they learned that the new owner tied
the dog most of the day and the dog ate his own
tail, lost a considerable amount of weight and
presented substantial aggression.

The clinical situation required urgent attention
to the tail (Figure 1). The patient was presented
with multiple infected wounds on its tail inflicted
due to constant gnawing. Tissue loss was extensive
close to tip of the tail, exposing the last 2 coccygeal
vertebrae. Another, 3x2cm wound was present at
the dorsum of the tail. All wounds were class 4
(dirty- contaminated) avulsions (Pavletic, 2010). The
patient was in considerable pain, so clipping of the
tail hair and initial treatment was performed under
general anaesthesia (Propofol, 6mg/kg, I.V., bolus
administration as required for 30 minutes), in
addition intravenous regional anaesthesia (Lidocain,
2%, 1ml to the median cocygeal vein while a garrote
was applied to the tail base) and meloxicam
(0.2mg/kg, 1V.) for pain management. The
devitalized skin tissue at the tail tip and last two
coccygeal vertebrae were removed and remaining
wounds were debrided aggressively with wet gauze.
Following the procedure, freshly prepared PRP was
administered to the margins of the wound.

PRP preparation was achieved by PRP kit (3E
PRP Pervice Kit) with 1.5 ACD-A anticoagulant and
8.5 ml venous blood according to the
manufacturer’s instructions. Following centrifuga-
tion at 3000 rpm/5 min, PRP at the top of the
solution was removed with an insulin syringe.
Obtained 0.5 ml product was examined at the
microscope with haemocytometric method and an
effective number of 1250000 platelet/uL was
counted (Textor, 2014). Then application was
performed (Figure 2). Risperidone (Risperdal oral
solution 1mg/1ml, 100 ml - Eczacibasi) was used SID
based on 1 mg/m? dose for the behavioral disorder
resulting with gradual clinical progress in a month.
Amoxycillin trihydrate (Largopen 1 tablet, BILIM
ilac, 30 mg/kg/SID, 7 days) was prescribed for
bacterial interference, with nitrofurazone (Furacin
pomad-Zentiva) and St. John’s Wort oil topically for
wound care. Also Elisabethan collar was adviced to
preserve the wounded area. A week later, wound
presented a favorable regeneration (Figure 3) with
significant improvement in behavior and the dog
gained 4 kg within a week due to the normalization
of the appetite. PRP created a satisfactory and rapid
regeneration in the present case.

Discussion
PRP is widely used in clinical practice due to its

autologous structure restraining immune reactions,
availability, easy and fast application procedure,

relatively less expense and high efficiency. Though it
is newly considered in veterinary practice,
satisfactory results are reported in dogs and horses
for osteoarthritis (Bosch et al., 2010; Franklin and
Cook, 2013), dental implants (Streckbein et al.,
2013), bone defects (Jeong et al., 2013) and wound
healing (Karayannopoulou et al., 2015).

Figure2 (A,B

Figure3 (A,B). Regeneration one week later.

Cutaneous wound healing is a matter of
balance between matrix elements and growth
factors and is dependent on multiple variables,
including blood supply, defect size, tension, and
mobility that affect the rates of healing and residual
scarring (Diegelmann and Evans, 2004). Platelet rich
plasma (PRP) not only enhances wound healing but
also helps regenerate skin tissue (Carter et al.,
2003). Sardari et al. (2011) concluded that PRP is an
important source of growth factors for wound
healing. In addition there are a few studies
illustrating the effectiveness of autologous PRP in
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treatment of chronic wounds on the tail of a dog
(Kim et al.,, 2009; Mehrjerdi et al., 2008) and
surprisingly the favorable results of allogeneic PRP
(because of dehydration, concurrent systemic
disorder and the very small dimensions of the dog)
on the hip and tail wound lesions in a miniature
pincher (Chung et al., 2015). Similary, clinical output
of PRP in the present case was satisfactory with
rapid healing. This demonstrates the efficiency of
PRP in critical wounds, especially in inconvenient
parts of body or concordant systemic or behavioral
disorders.
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Ozet: Norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde flavonoidlerin kullanimi yeni umutlar vaad etmektedir. Nobiletin, narenciye
kabuklarinda bulunan bir polimetoksi flavonoiddir. Nobiletinin néroprotektif etkiye sahip oldugu pek ¢ok in vivo ve in vitro
arastirma ile ortaya konulmustur. Nobiletin, 6grenme ve hafiza ile iligkili sinyalizasyon kaskadlarini etkilemekte,
enflamasyon mediyatérlerini modiile ederek nérodejenerasyonu hafifletmekte, dopamin salinimini artirarak motor ve
bilissel islev bozuklugunu engellemekte, duygusal ve yenilikleri tanima bellegini gelistirmektedir. Glincel galismalar,
nobiletinin nérodejeneratif hastaliklarin tedavisi igin yeni bir ilag olma potansiyeline sahip oldugunu desteklemektedir. Bu
derlemede, nobiletinin noéroprotektif etkileri Gzerinde durularak, literatiirden elde edilen sonuglar 6zetlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Flavonoid, Nobiletin, Néroprotektif.

A Flavonoid has Neuroprotective Effect: Nobiletin

Abstract: The use of flavonoids promises new approach for the treatment of neurodegenerative diseases. Nobiletine is a
polymethoxy flavonoid found in the citrus peel. The neuroprotective effect of nobiletin has been demonstrated in vivo and
in vitro. Nobiletine affects the signaling cascades associated with learning and memory, alleviates neurodegeneration by
modulating inflammatory mediators, inhibits motor and cognitive dysfunction by increasing dopamine release and
enhances memory and recognition of emotions and innovations. Recent studies suggest that nobiletine has the potential to
be a new drug for the treatment of neurodegenerative diseases. In this review, the neuroprotective effects of nobiletin was

emphasized and the results obtained from the literature were summarized.

Keywords: Flavonoid, Nobiletin, Neuroprotective.

Giris

Son vyillarda, no6rodejeneratif hastaliklarin
tedavisi konusundaki bilimsel calismalar
noroprotektif etkili flavonoidlerin  kullanimina
yogunlasmaktadir. Flavonoidlerin, noérodejeneras-
yon modellerinde enflamasyon mediyatérlerini
modile ederek nérodejenerasyonu engelledigi ya
da hafiflettigi ileri sirilmektedir (Choi ve ark., 2014;
Cui ve ark., 2014; Jung ve ark., 2014; Kim ve ark.,
2012; Lee ve ark., 2014; Li ve ark., 2013; Schroeter
ve ark., 2001; Vafeiadou ve ark., 2009; Vauzour ve
ark., 2008). Cesitli polifenollerin  noérotrofik
etkilerine aracilik eden ana sinyal yolaklari Sekil 1'de
sunulmustur (Moosavi ve ark., 2015). Nérotrofik
sinyalizasyon, Trk reseptorlerinin aktivasyonu ile
Ras/MAPK, PI3K/Akt ve PL-Cy yolaklari araciligiyla
baglamaktadir. Polifenollerle Trk baglanmasi, bu
reseptorlerin otofosforilasyonunu ve aktivasyonunu
saglamaktadir. Reseptor fosforilasyonu, reseptori
MAPK, PI3K ve fosfolipaz Cy (PLCyl) yolaklarina
baglayan adaptoér baglama bolgelerini olusturarak
CREB proteininin fosforilasyonuna yol agmaktadir.
CBP'ye bagh fosforile CREB, CRE'ye baglanarak
hedef genlerin kopyalanmasina neden olmaktadir.
Bu genler sagkalim, farklilasma, biiylime, sinaptik

plastisite ve uzun sureli bellek ile ilgilidir (Moosavi
ve ark., 2015).

Nobiletin  (3',4',5,6,7,8-hekzametoksiflavon),
molekul agirhg 402.399 g olan ve narenciye
kabuklarinda bulunan bir polimetoksi flavonoiddir
(Horowitz ve Gentilli, 1977; Li ve ark., 2006; Nogata
ve ark., 2006). Nobiletinin kimyasal yapisi Sekil 2’de
sunulmustur (Nakajima ve ark., 2007). Oral yolla
uygulanan nobiletin kan-beyin bariyerini gegerek
beyin dokusuna ulasmaktadir. Ratlarda nobiletinin
oral yolla 50 mg/kg tek dozda uygulanmasindan 1
saat sonra plazma ve beyindeki maksimum konsan-
trasyonlarinin sirasiyla 1.78 ve 4.20 ug/ml ve
eliminasyon yari 6mrinin ise sirasiyla 1.80 ve 11.42
saat oldugu belirlenmistir (Singh ve ark., 2011).
Nobiletin, biyolojik etkilerini N-metil-D-aspartat
reseptort aracihgl ile gostermektedir (Huang ve
ark., 2016). Nobiletinin noroprotektif etkiye sahip
oldugu pek ¢ok in vivo ve in vitro arastirma ile
ortaya konulmustur. Nobiletin, nérotrofik etkisini
cAMP/PKA/MEK/Erk/MAP  kinaz vyolagini aktive
ederek gostermektedir (Nagase ve ark., 2005;
Nakajima ve ark., 2007). Nobiletin, NMDA reseptérii
ile ERK aktivitesini ve CREB transkripsiyonel
aktivitesini artirabilmektedir. Nobiletin, PKA sinyal
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yolaginin modilasyonu ile DARPP-32 aktivitesini
restore edebilmektedir. CREB transkripsiyonun
upregiilasyonunu saglayan Ca*’)/CaMKIl sinyalizas-
yonu nobiletin tarafindan uyariimaktadir. Nobiletin,
PI3K/Akt aktivitesini ve BDNF/TrkB sinyalizasyonunu
ve PPARy ekspresyonunu upreglile etmektedir.
Nobiletin, Nrf2 sinyalizasyonu aracihigiyla insilin
duyarhligini artirmaktadir (Sekil 3) (Huang ve ark.,
2016). Nobiletin disinda mirisitrin, silibinin ve
naringin gibi flavonoidlerin de substansiya nigradaki
dopaminerjik néronal hiicre kaybinin 6nlenmesinde
olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (Jung ve ark.,
2014; Leem ve ark., 2014; Kim ve ark., 2016).
Naringenin, hesperidin ve bunlarin metabolitleri de
dahil olmak ({zere narenciyelerde bulunan
flavonoidlerin kan beyin bariyerine nifuz etme ve

4, 5-21, 25-28,
— @

Hicre Sagkalimi
Hicre Cogalmasi
Hicre Farklhilasmasi

bu bariyeri ge¢me potansiyelleri bulunmaktadir
(Youdim ve ark., 2004). Nobiletin, sadece kan beyin
bariyerini ge¢cmekle kalmamakta, ayni zamanda
beyin dokusunda dolasim ve periferik organlardan
3-4 kat daha yliksek konsantrasyonlarda bulunabil-
mektedir (Singh ve ark., 2011). Mandalina kabugun-
da bulunan hesperidinin nobiletine gére miktarinin
fazla olmasina ragmen nobiletinin lipopolisakkarit
ile indiklenen TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi proenflama-
tuar sitokinlerin salgilanmasini inhibe etmek igin
daha glicli antienflamatuar kapasiteye sahip oldugu
rapor edilmistir (Ho ve Kuo, 2014). Ayrica, tangere-
tin ile kiyaslandiginda nobiletinin daha kuvvetli bir
sekilde nitrik oksit Uretimini engelleyici aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Choi ve ark., 2007; Ho ve
Kuo,2014).

5 7,810 27,29

Hicre Sagkalimi
Hicre Cogalmas
Hicre Farklilasmasi

Sekil 1. Cesitli polifenollerin norotrofik etkilerine aracilik eden ana sinyal yolaklari; 1: Epikatesin, 2: 7,8,3'-trihidroksiflavon,
3: diosmetin 4: 7,8-dihidroksifavon, 5: daidzein, 6: resveratrol, 7: hesperetin, 8: kurkuminoidler, 9: kafeik asit fenetil ester,
10: ferulik asit, 11: baikalein, 12: apigenin, 13: honokiol, 14: nobiletin, 15: pinokembrin, 16: astilbin, 17: artepillin C, 18:
3,5,6,7,8,3',4'-heptametoksiflavon, 19: 4'-0-B-D-glikopiranozil-30,4- dimetoksikalkon, 20: fustin, 21: puerarin, 22:
skutellarin, 23: oroksilin A, 24: metil 3,4-dihidroksibenzoat, 25: karnosik asit, 26: rosmarinik asit, 27: luteolin, 28: aurapten,
29: epigallokatesin 3 gallat, 30: icaritin, 31: likiritin, 32: fisetin, 33: rutin, CaMK, Ca*2-kalmodulin kinaz; CREB, siklik adenozin
monofosfat yanit elementini baglayici protein; CBP, CREB-baglayici protein; DAG, diasilgliserol; ER, 6strojen reseptori; ERK,
hicre disi sinyalle diizenlenen kinaz; IP3, inositol trisfosfat; MAPK, mitojenle aktiflenen protein kinaz; MEK, Mitojenle aktive
edilen protein kinaz kinazi; PI3K, fosfatidilinositol-3-kinaz; PKC, protein kinaz C; PLCy, fosfolipaz C-gama; Trk, tropomiyozin
reseptor kinaz (Moosavi ve ark., 2015).

OCH, O
Sekil 2. Nobiletinin kimyasal yapisi (Nakajima ve ark., 2007).
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Sekil 3. Nobiletinin hicrelerdeki sinyalizasyon kaskadlari (Huang ve ark., 2016).

Nobiletinin noroprotektif etkisini gosteren in vivo
c¢alismalar:

Nobiletinin noéroprotektif etki gosterdigi pek
¢ok in vivo arastirma ile kanitlanmistir. Nobiletinin
farelerde N-metil-D-aspartat reseptdr antagonizmi
ile baglantili 6grenme yeteneklerinin azalmasini
hiicre disi sinyal ile dlzenlenen kinaz sinyal
aktivasyonu ile hafiflettigi ortaya konulmus ve
bilissel bozukluklarla karakterize noérolojik bozuk-
luklar icin terapotik ilag gelistirme konusunda yeni
bir yaklasim olabilecegi ifade edilmistir (Nakajima ve
ark., 2007). Nobiletinin yash ratlarda izofluranla
indiklenen biligsel bozuklugu Akt, Bax, p-CREB ve
BDNF'nin modilasyonuyla antioksidan, antienflama-
tuar ve antiapoptotik etkiler gostererek iyilestirdigi
ortaya konulmustur (Bi ve ark., 2016). Kuprizonla
indiklenen demiyelinasyon modelinde nobiletinin
oligodendroglial hiicreler {izerindeki etkisinin
incelendigi bir calismada, C57BL/6 farelere 3 hafta
boyunca haftada 2 kez periton i¢i 50 mg/kg
nobiletin uygulamasinin olgun oligodendrositlerin
belirteci olan proteolipit proteine karsi immuno-
reaktiviteyi artirdigi ve nobiletin uygulamasinin
demiyelinasyonla seyreden multipl skleroz gibi
hastaligl olan bireyler icin uygun olabilecegi ifade
edilmistir (Nakajima ve ark., 2015b).

Nobiletinin farelerde duygusal ve vyenilikleri
tanima bellegini gelistirdigi rapor edilmistir (Kang ve
ark., 2016). Alzheimer hastaligi rat modelinde
nobiletin uygulamasinin beta amiloid engelli cAMP
yanit elemani  baglayan proteinin  (CREB)
fosforilasyonunu saglayarak hafiza kaybini engelle-
digi rapor edilmistir (Matsuzaki ve ark., 2006).

Alzheimer modeli olusturulmus transgenik farelerde
4 ay boyunca periton i¢i nobiletin uygulamasinin
hipokampustaki beta amiloid peptid ylkini ve
plaklarini azalttigi belirlenmistir (Onozuka ve ark.,
2008). Yamamoto ve ark. (2009), nobiletinin beyin
iskemisinin neden oldugu 6grenme ve hafiza bozuk-
lugunu CaMKIl ve CREB fosforilasyonunu uyararak
giderdigini ve nobiletinin Alzheimer tedavisi igin
yeni ve oncl bir bilesik olabilecegini ifade
etmislerdir. Yasa bagh bilissel bozulmanin yani sira
Alzheimer hastaligl ile ilgili néropatolojinin 6nlen-
mesinde, beta amiloid oligomer dulzeylerinin
azaltilmasinda, tau hiperfosforilasyonu ve oksidatif
stresin baskilanmasinda nobiletinin yararli etkileri
bildirilmistir (Nakajima ve ark., 2013; 2015a).
Serebral iskemi rat modelinde periton igi
nobiletin uygulamasinin Nrf2 ve HO-1
ekspresyonlarini artirarak ve NF-kB ekspresyonunu
azaltarak norolojik bozukluk ve beyin 6demini
hafiflettigi rapor edilmistir (Zhang ve ark., 2016).
Nobiletinin ratlarda serebral iskemi-reperfiizyon
hasarina bagli gelisen infarkt hacmini ve beyin
6demini 6nemli Olglide azalttigl, motor fonksiyon
bozukluklarini iyilestirdigi bildirilmistir (Yasuda ve
ark., 2014). Serebral orta arter okliizyonu
olusturulan ratlarda, nobiletinin p-Akt, p-CREB,
BDNF ve Bcl-2 yolaklarini aktive ederek ve kan-beyin
bariyeri gecirgenligini diizelterek serebral iskemiye
karsi beyini korudugu rapor edilmistir (Zhang ve
ark., 2013). Yabuki ve ark. (2014), Parkinson modeli
olusturduklari  farelerde  nobiletinin  beyinde
dopamin salinimini artirarak, motor ve bilissel islev
bozuklugunu engelledigini ortaya koymuslardir.
Nobiletinin ratlarda olusturulan deneysel Parkinson
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hastaligi modelinde, substansiya nigrada bulunan
dopaminerjik noronlari, mikrogliyal aktivasyonu
engelleyerek ve gliyal hicre kaynakli nérotrofik
faktor ekspresyonunu artirarak korudugu anlasil-
mistir (Jeong ve ark., 2015).

Nobiletinin néroprotektif etkisini gosteren in vitro
¢alismalar:

Mikrogliya hiicre kiltiriinde, hipokampal
noéron kultiriinde ve rat feokromasitoma hiicre
hattinda gerceklestirilen c¢alismalar, nobiletinin
noroprotektif etkiye sahip oldugunu ortaya
koymaktadir. Lipopolisakkaritle uyarilmis BV-2
mikrogliya hiicre kiiltiri modelinde nobiletinin,
ERK, JNK, p38 MAPKs ve NF-kB sinyal yolaklarini
inhibe ederek asiri  mikrogliyal aktivasyonu
baskiladigr  bildirilmistir (Cui ve ark., 2010).
Nobiletinin in vitro LPS ile indlklenen pro-
enflamatuar NO, TNF-q, IL-1B ve IL-6 sekresyonunu
azalttigi rapor edilmistir (Ho ve Kuo, 2014).
Nobiletinden zengin mandalina kabugu ekstraktinin
hipokampal néron kiiltirinde 6grenme ve hafiza ile
iliskili cAMP/PKA/ERK/CREB sinyalizasyonunu
uyardigl rapor edilmistir (Kawahata ve ark., 2013).
Hipokampal noéron kaltiriinde nobiletin
uygulamasinin alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazol propiyonik asit reséptorinin protein kinaz
A-aracili fosforilasyonunu artirarak norotrofik etki
gosterdigi ileri slrilmastir (Matsuzaki ve ark.,
2008).

Oligodendrositlerin biyime ve sagkaliminda
fosfatidilinositol 3-kinaz ve mitojen-aktive eden
protein  kinaz  yolaklarinin  aktivasyonu rol
oynamaktadir (Hiraiwa ve ark., 1997; Vemuri ve
McMorris, 1996). Nobiletinin cAMP / PKA / MEK /
Erk / MAP kinaz yolagini aktive ederek nérotrofik
etki gosterdigi belirlenmistir (Nagase ve ark., 2005).
Cho ve ark. (2015), nobiletinin HT22 néronlarini
hidrojen peroksit kaynakli hiicre o6limine karsi
mitojen-aktive protein kinazlar ve apoptotik yolaklar
aracihgiyla korudugunu bildirmiglerdir. Hidrojen
peroksite maruz birakilan PC12 hiicre hattinda
nobiletin uygulamasinin hiicre 6liminu ve kaspaz-3
aktivitesini inhibe ettigi, membran hasarini 6nledigi,
ROS olusumunu azalttigi ve mitokondriyal membran
potansiyelinin azalmasini hafiflettigi anlasiimistir (Lu
ve ark., 2010). Arastiricilar, hidrojen peroksitle
indiiklenen  sitotoksisiteye  karsi  nobiletinin
noroprotektif etkili oldugunu ve diyetle alinacak bu
antioksidanin  nérodejeneratif  hastaliklar igin
potansiyel aday oldugunu ileri sirmuslerdir.

Sonug

Noroprotektif etkili flavonoidler, nérodejene-
ratif hastaliklarin proflaksisinde ve tedavisinde
basari saglamaktadir. No6roprotektif etkili  bir
flavonoid olan nobiletin, bilissel aktiviteyi artirici
etkisiyle 6n plana ¢ikmaktadir. Nobiletin, nérodeje-
nerasyon modellerinde enflamasyon mediyator-
lerini modiile ederek nérodejenerasyonu
engellemek ya da hafifletmek amach kullanim alani
bulmaktadir. Bilimsel ¢alismalar, dogal bir flavonoid
olan nobiletinin  norodejeneratif  hastaliklarin
tedavisi icin yeni bir ilag olma potansiyeline sahip
oldugunu gostermektedir.
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Ozet: Lineer kromozomlarin uglarinda ver alan telomer adi verilen yapilar kromozomlarin biitiinliigini saglar. Kisa
telomerler, DNA hasarinda olusan sinyale benzer bir sinyal lreterek, gerek yaslanmayi gerekse de programl hiicre 6limind
tetikler. Telomeraz enzimi de kisalan telomerleri onararak telomer zincirlerinin uzun kalmasini saglar. Boylece hiicrelerin
béliinme kapasitesinde artis saglanmis olur. insan ve hayvan onkojenik viruslarinin, gelistirdikleri mekanizmalarla telomeraz
enzimini yeniden aktive edebildikleri ispatlanmistir. Bu derleme viral enfeksiyonlar ile telomeraz aktivitesi arasindaki
iliskinin incelendigi bir dizi calismadan hazirlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Viral enfeksiyonlar, Telomer, Telomeraz.

Telomerase Activity in Viral Infections

Abstract: The structures at the ends of linear chromosomes called telomeres provide the integrity of the chromosomes.
Short telomeres produce a signal similar to DNA damage and triggering both programmed cell aging and programmed cell
death. Also, telomerase enzyme restores shortened telomeres and allowing telomerase chains to stay longer. Thus
increases the cleavage capacity of the cells. It has been proven that human and animal oncogenic viruses can re-activate
telomerase enzyme in the cell through their new developed mechanisms. This review is prepared with series of studies that
is examined the relationship between viral infections and telomerase activity.

Keywords: Viral infections, Telomer, Telomerase.

Giris

Telomerler, kromozomlarin  son  kismini telomerlerin pozitif regulatorleri olarak kabul edilir

rekombinasyon, yikim ve flizyon gibi durumlara
karst koruyarak, kromozomlarin btinlGgi ile
stabilitesini saglayan yapilar olarak tanimlanmak-
tadir (Riethman ve ark., 2001). Kromozomlar
konusundaki ilk calismalarda terminal bolgede
delesyon ve inversiyonlarin az sayida oldugu
bildirilmis, ilerki calismalarda ise kromozomlarin
bitlnliginin telomerler tarafindan saglandig
belirlenmistir (Blasco, 2005). Buyik looplar (ilmek)
halinde son bulan telomerlerin, T-loop yapisinin,
telomerin kendi {zerine kivrilmasiyla, D-loop
yapisinin ise; guanince zengin tek ipligin (G-kuyrugu)
cift iplikli telomerin igine girip, telomer ipliklerinden
birinin yerine geg¢mesiyle olustugu bilinmektedir
(Neumann ve Reddel, 2002). Telomerin T-loop
yapisina bagl olarak bulunan, yapinin stabilitesini
saglayan ve kromozomal uglarin DNA hasari olarak
algilanmasini 6nleyerek, bu uglari koruyan 6 adet
protein vardir. Bunlar TRF1 (Telomer Tekrar Faktor
1), TRF2 (Telomer Tekrar Faktor 2), POT1 (Telomer
koruyucu 1), TIN2, TPP1 (tripeptidyl peptidaz 1) ve
Rapl (Represor Aktivator Protein), “Shelterin”
kompleksini meydana getirmektedir (Sekil 1) (De
Lange, 2005). TRF1, TRF2 ve TIN2 proteinleri,
telomerazin tutunmasini bloke ederek telomerik
kisalmaya neden olduklarindan, telomerlerin negatif
regilatorleri, POT1 ve TTP1 proteinleri ise

(Smogorzewska ve De Lange, 2004).

Son yillarda yapilan galismalarda telomerlerde
G-quadruplex (G- tetrad veya G4- DNA) yapilarinin
varligl da tespit edilmis ve G-4 DNA'y: stabilize eden
ve telomeraz aktivitesini durdurabilen bilesiklerin
kanser terapisinde kullanilabilecegi de ileri siril-
mastur. (Smith ve Johnson, 2010).

..mloinum | r y . * \
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Sekil 1. Telomerde “shelterin” kompleksi (De Lange,
2005).

Q

Telomer Uzunlugu ve Telomeraz: Doku kiiltira
calismalari sirasinda gozlemlenen telomer
kisalmasinin, somatik hiicrelerde ¢ogalmayi sinirla-
yip hiicre yaslanmasina, hatta 6liime yol acabilecek
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degisikliklere neden oldugu bildirmis ve laboratuvar
arastirmalari sirasinda hicrelerin bir ka¢ bélin-
meden sonra ¢ok fazla telomer nikleotiti kaybettigi
icin Olerek arastirmalarda sikintiya neden oldugu da
ifade edilmistir (Ramunas ve ark., 2015). Hiicrelerde
tespit edilen bu bélinme sinir sayisi “Hayflick Limiti”
olarak adlandirilmaktadir (Eskiocak, 2007). Ayrica,
kisa telomerlerin DNA hasarina benzer bir sinyal
Ureterek, gerek yaslanmayi gerekse de programli
hicre o6liminl tetikledigi, 6lim zamanina da
biyolojik bir i¢c saat olan “Telomer Uzunlugunun”
karar verdigi de ortaya konulmustur (Jiang ve ark.,
2013). Organizmada kisalan telomerleri onarmakla
gorevli telomeraz enzimi bulunur ve telomer zincir-
lerinin uzun kalmasini saglar. Telomeraz (telomer
deoksinukleotidil transferaz, telomer terminal
transferaz), ribonikleoprotein yapida, kromozomal
uclardaki “TTAGGG” tekrarlarinin  sentezinden
sorumlu 6zel bir DNA polimerazdir ve kromozom-
larin sonundaki telomerlerden salgilanir. Telomeraz
enziminin protein alt birimi olan telomeraz revers
transkriptaz (TERT) ise telomerazin aktivitesini
belirler. Telomeraz, bir hiicrede ne kadar aktif ise,
telomeri de o kadar uzun olur ve telomerlerin uzun
olmasi hicrelerin bolinme kapasitesini artirir
(Griffith ve ark., 1999).

Telomeraz ve Viral Enfeksiyonlar: Telomeraz
aktivitesi ile insan ve hayvan timor viruslarinin
iliskisinin incelendigi calismalarda hiicresel dona-
sim ve karsinogenezisteki telomeraz fonksiyonlari
belirlenmeye calisiimistir. Telomeraz aktivitesinde
kodlanmayan viral RNA’larin (ncRNAs) ve konak
hicre ncRNA’larda virus kaynakli degisikliklerin
destekleyici rol oynadigi bildirilmistir (Hartwig ve
ark., 2014). Bu calismalarda Epstein-Barr virusunun
(EBV), Kaposi sarkomaya neden olan herpes virusun,
insan papilloma virusunun (HPV), hepatit B
virusunun (HBV), hepatit C virusunun (HCV) ve insan
T-hiicreli 16semi/lenfoma virlst tip 1 (HTLV-1)'in
telomeraz transkripsiyonunu arttirabildigi gorilmis-
tir (Bellon ve Nicot, 2008). Ayrica, Hepatit B ve
Hepatit C pozitif hastalarindan alinan doku
biyopsileri, normal karaciger dokusu ile karsilastiril-
diginda telomeraz aktivitesinin ylksek oldugu
bildirilmistir (Miura ve ark., 1997). Arastirmacilar,
nazofarenks karsinomu olan hastalardan alinan
orneklerin analizinde ise %97.5 EBV pozitifligi ve
%94.9 oraninda da telomeraz pozitifligi oldugu
sonucuna ulasmislardir (Kerekhanjanarong ve ark.,
2000). EBV ile B-lenfoblastoid hiicre hatlarinin
analizi sonrasinda da telomeraz aktivitelerinin
yuksek oldugu da bir baska calisma ile gosterilmistir
(Bellon ve Nicot, 2008). Arastiricilar, insan kaposi
sarkomu ile iliskili herpesvirus 8 (KSHV/ HHV-8) ile
enfekte olan endotel hiicrelerini enfekte olmamig
hicreler ile karsilastinldiklarinda ise yiiksek

telomeraz aktivitesine sahip olduklarini bildirmis-
lerdir (Flore ve ark., 1998).

Hayvan viruslarindan Marek hastaligl virusu
(MDV) ile tavuklarda vyapilan c¢alismalarda ise
virusun ¢ok az miktarda telomeraz ribonikleo-
protein kompleksi, revers transkriptaz aktivitesi
(TERT) ve bir RNA alt birimi (TR) ile bir protein alt-
birimi icerdigini gosterilmistir (Shkreli ve ark., 2007).
Ayrica, MDV enfeksiyonu sirasinda viral RNA alt
birimlerinin (VTR) telomeraz aktivitesini arttirarak T-
hicresi 6limsizlesmesine neden oldugu, yani diger
bltin onkojen virusler gibi MDV’nin de telomeraz
aktivitesini arttirdigi gorilmustir (Fragnet ve ark.,
2003). Bovine Leukemia Virus (BLV) ile enfekte
hayvanlarda da telomerase aktivitesinin arttig
bildirilmistir (Szczotka ve Kuzmak, 2013). Ayrica bir
baska calismada BLV enfeksiyonunun persiste
lenfositozis asamasinda yada gozle gorilebilir
timorlerin tespiti sirasinda telomeraz aktivitesinin
ylukseldigi ve bu ylikselisin istatistiksel olarak anlam-
Il bulundugu da bildirilmistir (Hemmatzadeh ve ark.,
2015). Ayrica bazi timor viruslarinin telomeraz ve
telomer uzunlugunun dizenlenmesinde etkili
oldugu hatta bazi viruslarin virus ve konakgisi
arasindaki karmasik iliskiyi diizenlerken telomerazin
negatif olmasi icin ek bir mekanizma gelistirdikleri
ve bir ¢ok timdr virus proteininin, hicrenin
telomeraz ekspresyonunu artirmak igin transkrip-
siyon faktorleri gibi hareket ettigini de belirlenmistir
(Bellon ve Nicot, 2008). Ornegin, HBVun
transaktivatér onkoproteininin (HBV X) karaciger
hiicrelerindeki  telomeraz  ekspresyonunu ve
telomeraz aktivitesi arttirdigi gosterilmistir (Zhang
ve ark., 2005). EBV ile kodlanan latent membran
proteini-1’'in (LMP1) ise, temel hiicre ici sinyal
yollarindan olan niikleer faktor kappa B (NF-kB) ve
JAK/STAT sinyal yollarini kullanarak apopitozisi
onleyip karsinogenez timor aktivasyonuna neden
oldugu ortaya konmustur (Zheng ve ark., 2007).
Ayrica, arastirmalarla, EBV enfeksiyonu sirasinda
saptanan artmis telomeraz aktivitesinin, epitel
hicrelerinin EBV ile enfeksiyonuna katki sagladigi da
belirlenmistir (Rac ve ark., 2015). EBV ile enfekte
nazofarengeal epitel hiicrelerinde ve B-hiicresi
lenfomalarinda ise LMP1’in telomeraz aktivitesi
artisindan sorumlu oldugu ve LMP1’in ekspresyonu-
nun EBV-negatif bir nazofarengeal karsinom
hiicresinin hTERT protein ekspresyonunu da
arttirdigi bildirilmistir (Mei ve ark., 2006). EBV latent
membran  proteini  2A’nin  (LMP2A) negatif
dizenleyici bir hTERT promotori gibi hareket
edebildigini de tespit edilmistir (Chen ve ark., 2005).
Bir baska calismada ise, EBV’ a bagh timor
gelisiminde, TERT ekspresyonu ve telomeraz
aktivasyonunun kritik rol oynadigi bildirilmistir.
(Dolcetti ve ark., 2014).
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Kuslarda da tipki insanlarda oldugu gibi
embriyonik donemde ve gelismekte olan organlarda
telomeraz aktivitesi mevcut iken somatik dokula-
rinda ise yok denecek kadar azdir (Delany ve
Daniels, 2003). Hayvan viruslarindan MDV’ nin
bilinen ilk fonksiyonel telomeraz RNA alt birimini
kodlayan virus oldugu da ifade edilmistir (Shkreli ve
ark., 2007). Ayrica, yapilan ¢alismalarda Avin
Leukosis Virus’'un (ALV) viral LTR’sinin (uzun
terminal tekrarlan) 6zellikle ters yonde, telomeraz
promotor aktivitesini arttirdigi TERT transkripsiyon
Uzerinde dolayisiyla da telomeraz aktivitesinde
dogrudan diizenleyici etkisi oldugu sonucuna varil-
mistir (Feng ve ark., 2007).

Bu veriler 1siginda telomeraz ve hiicre
yaslanmasi (zerinde c¢alisan arastirmacilar ise,
Simian Virus 40 (SV 40), insan papillomavirus (HPV)
ve adenovirus gibi DNA tUmor viruslar ile
transformasyon sonrasi hiicre yaslanmasinin éniine
gecilebilecegini bildirmislerdir. Ayrica timor virusla-
rinda, hiicredeki p53 ve p110RB gibi hiicresel timor
baskilayici proteinlere baglanarak onlari inaktive
edebilen proteinler oldugunu da ortaya konmustur.
Hicresel timor baskilayici proteinlerde meydana
gelen bu inaktivasyon, viruslar tarafindan transfor-
me edilen hicrelerin uzun hayat donglsini de
aciklamaktadir. Hatta mutasyonlar ve gen delesyon-
lari nedeniyle, pek ¢ok 6limsiiz hiicrede p53 ve
p110RB proteinlerinin bulunmadigi da saptanmistir
(Bryan ve Reddel, 1997).

Sonug

Sonug¢ olarak, insanlarda ve hayvanlarda
telomer uzunlugunun ve telomeraz aktivitesinin
kanser, yaslanma ve 6lim ile yakindan iliskili oldugu
goriilmektedir.  Kisa telomerlerin DNA hasarina
benzer bir sinyal Greterek, gerek yaslanmayi gerekse
de programli hiicre 6limini (apoptozis) tetikledigi,
6lim zamanina da biyolojik bir i¢ saat olan “Telomer
Uzunlugunun” karar verdigi de bu konudaki 6nemli
verilerdendir. Ayrica insanlarin ve hayvanlarin
somatik hicrelerinde yok denecek kadar az olan
veya hic varlik gostermeyen telomeraz aktivitesine
karsin  onkojenik  viruslerle enfekte olmus
hlcrelerde telomeraz aktivitesinin yeniden basladig
ve bunun hiicre yaslanmasinin énline gegilebilecegi
iddia edilmektedir. Ancak, onkojen hayvan viruslari
ile ilgili bu konudaki ¢alismalar sinirhdir. Genellikle
insanlar igin patojen olmayan bu viral etkenlerin,
telomeraz aktivitesi izerine etkileri ve bu etkenlerin
hiicre yaslanmasi ve kanserin ortadan kaldirilmasi
konusundaki etkilerinin daha ayrintili  olarak
arastirtiimasi 6nerilmektedir.
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Ozet: Kimyasal ve biyolojik maddeler ya da fiziksel etkenler, hiicreleri degisik derecelerde etkileyerek sitotoksisiteye yol
acabilirler. Bir maddenin biyolojik davranisinin anlasilabilmesi igin hiicreler Uzerindeki toksik ya da non-toksik etkisinin
belirlenmesi gereklidir. in vitro sitotoksisite testleri, ilag niteligi tasiyan veya toksik profili arastirilan maddelerin
degerlendirilmesi amaciyla hicre kiltiriinde gergeklestirilen 6lgim metodlaridir. Bu testlerle ¢ok sayida maddenin kisa
sirede analiz edilmesi mimkiin olmakta ve yapilacak hayvan denemeleri icin temel veriler elde edilebilmektedir. Farkh
mekanizmalara ve hassasiyetlere sahip ¢ok sayida sitotoksisite testi bulunmakla birlikte bu derlemede, arastirmacilar
tarafindan sikga tercih edilen tetrazolyum testleri (MTT, MTS, XTT, WST), LDH testi, alamalar mavisi testi ve biyoliminesans
testleri ele alinmigtir.

Anahtar Kelimeler: In vitro, Sitotoksisite, Hiicre canlilik testleri.

In Vitro Cytotoxicity Assays

Abstract: Chemical, biological and physical factors may cause cytotoxicity by affecting cells at different degrees. To
understand the biological characteristic of a compound, it is essential to determine its toxic or non-toxic effects. In vitro
cytotoxicity assays (cell viability assays) are cell culture based measuring methods that usually used for either evaluating
possible drug candidates or investigating cytotoxic profiles of some compounds. It is possible to assess many compounds in
a short period of time and obtain fundamental information necessary for further animal experiments through this methods.
There are many cell viability assay methods exist based on colorimetric, enzymatic, luminometric principals etc that have
different mechanisms and varied sensitivity. The popular assays, such as MTT, MTS, XTT, WST, LDH enzyme assay, alamar

blue assay, ATP bioluminescent assay have summarized in this rewiev.

Keywords: In vitro, Cytotoxicity, Cell viability assays.

GIRiS

Hicre kultird, ¢ok hicreli organizmalara ait
hiicrelerin, laboratuvar ortaminda 6zel olarak
tasarlanmis kaplarda, isi, nem, besin gibi ortam
sartlarinin kontrol edilerek kontaminasyondan ari
bir sekilde yasatilmasidir. insan da dahil olmak
Uzere herhangi bir canlidan alinan hiicrelerin suni
ortamda yasatilabilmesi, herhangi bir doku ya da
organdan alinan hicrelerin kullanilabilmesi ve
bircok etik kayglyr gidermesi, hicre kultlra
calismalarinin  tercih  sebepleri arasinda yer
almaktadir (Zucco ve ark., 1998). Hiicre kultlrinin
sikca tercih edildigi alanlar kanser, asi calismalari,
ilagc gelistiriimesi ve in vitro sitotoksisite
calismalaridir (Gilbert ve Boutros, 2016). Sitotoksik
terimi, hicre o6liumine neden olan anlamina
gelmektedir. Sitotoksisite arastirmalari, bir madde-
nin sitotoksik potansiyelinin olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla yapilir. Hicre temelli
sitotoksisite calismalar, gerek uygulama kolayhgi,
gerekse in vivo g¢alismalardan elde edilen verilerle
uyum gostermesi nedeniyle, hayvan deneylerine
alternatif  olarak  dogmus ve  toksikoloji
laboratuvarlarinda sikga tercih edilir hale gelmistir
(Riss ve Moravec, 2004). Sitotoksisite, incelenen
maddenin dozuna ve maruziyet siresine bagl
olarak hiicrelere degisik derecelerde zarar veren bir
olaydir. Hucreler, sitotoksik maddeye maruz kalirsa

apoptoz, otofaji ve nekroz gibi olaylar sonucu
Olebilir ya da sitostazis nedeniyle proliferasyon
ozelliklerini kaybedebilirler (Galluzzi ve ark, 2009).
Hiicre bazh sitotoksisite calismalari ile test edilen
maddenin sitostatik ve sitotoksik etkileri hakkinda
temel bilgi edinilir (Riss ve ark., 2006). Deneysel
olarak kimyasal, biyolojik ya da fiziksel etkenlere
maruz birakilan hicrelerin, maruziyet sonrasindaki
canhliklarinin belirlenmesi, bu c¢alismalarin énemli
bir basamagidir (Niles ve ark., 2007). Hicre
canhhginin belirlenmesi igin uygulanan ¢ok sayida
test vardir. Yapilan sitotoksisite ¢alismasinin tipi ne
olursa olsun, o6nemli olan ¢alisma sonundaki
canh/oli hicre miktarinin belirlenmesidir (Riss ve
ark., 2006). Sitotoksisite belirleme metodlari genel
olarak kolorimetrik, lUminesans ve enzimatik
yontemlerdir (Crouch ve ark., 1993; Fan ve Wood,
2007; Longo-Sorbello ve ark., 2006).

Kolorimetrik metodlarda, 3-(4,5-dimetiltiyazol-
2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT), 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2,3-bis-(2-
metoksi-4-nitro-5-silfofenil)-2H-tetrazolyum-5-
karboksianilid (XTT), 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-
5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum  (WST)  gibi
tetrazolyum tuzlari kullanilarak renk degisikligi ya da
kristal viyolet, notral kirmizisi gibi boya maddeleri
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kullanilarak hiicrelerin spesifik boyanmasi esasina
dayali 6l¢im yapilir (Borenfreund ve Puerner, 1985;
Feoktistovave ark., 2016; O’Connor ve ark., 1998;
Riss ve ark., 2006). Luminometrik metodlar,
floresans ve  biyoliminesans olarak ikiye
ayrilmaktadir. Floresans metodlarda, floresans
ozellikteki maddeler kullanilirken, biyoliminesans
metodlarda lusiferaz denilen 6zel enzimler ve
bunlarin substratlarinin kullanimi ile canli/6lu hiicre
tespiti yapilmasi s6z konusudur. Daha gelismis
biyoliminesans metodlarda (gercek zamanli
biyoliiminesans), hticrelerin sitotoksik madde ile
maruziyeti, sadece testin yapildigi anda degil,
maruziyet sliresince incelenebilir hale gelmistir
(Duellman ve ark., 2015). Hicre hasarini ya da
6limiinG takiben vasata sizan enzimler de 6lu hiicre
sayisinin belirteci olarak ele alinmistir. Bu enzimler
icerisinde  stabilitesi ile ©6ne g¢ikan laktat
dehidrojenaz (LDH), hiicre o6limi belirteci olarak
canliik  testleri  arasindaki  yerini  almistir
(Korzeniewski ve Callewaert, 1983).

Hiicre sayisi tespitinde kullanilan metotlar
icerisinde, mikroskopi (tripan mavisi ile boyama-
thoma lami) ya da elektronik sayici ile otomatik
sayim gibi, 6zellikle rutin hicre kiltard islemlerinde
kullanilan metodlar da bulunmaktadir. Ancak bu
metodlar ¢ok zaman almasi nedeniyle, ¢ok sayida
numune kullanilan (mikropleyt formati) ¢alismalar
icin uygun degildir (Connolly ve ark., 1986). Cok
sayida maddeyi kisa sirede pratik olarak
degerlendirebilmek, mikropleytler ve bunlara
uyarlanan testlerin  gelistiriimesiyle ~ mimkin
olmustur ve “ekle-karistir-6l¢” prensibiyle hem
zamandan kazanilmis hem de uygulama kolayhgi
saglanmistir (Riss ve Moravec, 2006; Weyermann ve
ark., 2005).

Tetrazolyum Tuzlann ile  Yapilan Testler:
Tetrazolyum tuzlari, heterosiklik organik yapida
bilesiklerdir. Kesfedildigi yillardan glinimiize kadar
1000’i agkin Uyesi sentezlenmis ve tanimlanmigstir
(Altman, 1976). Tetrazolyum tuzlarinin elektron
alarak indirgenmeleri, formazan denilen vyapiya
donusmelerini  saglayarak, renk degisikligini
beraberinde getirir. Tetrazolyum halkasi ancak aktif
mitokondri tarafindan kirilabilir ve bdylece renk
reaksiyonunu vyalnizca canli hiicreler meydana
getirebilirler (Mossman, 1983). Olu hiicreler ise
tetrazolyum bilesiklerini indirgeme yeteneklerini
kaybeder ve herhangi bir renk degisimine neden
olmazlar (Riss ve Moravec, 2006). Bu degisimin, in
vitro ortamda yalnizca canh hiicreler tarafindan
yapilabilmesi, tetrazolyum bilesiklerini biyolojik
anlamda olduk¢a énemli kilmistir (Altman, 1976).
Mossman (1983) tarafindan gelistirilen MTT
testinden sonra, XTT, MTS, WST-1, WST-8 gibi farkh
ozelliklere sahip tetrazolyum bilesikleri gelistirilerek

kolorimetrik metodlara eklenmislerdir (Barltrop ve
ark., 1991; Ishiyama ve ark., 1995; Mossman, 1983;
Paull ve ark., 1988; Scudiero ve ark. 1988;
Tominaga ve ark., 1999). Sikca kullanilan baz
tetrazolyum bilesiklerinin kimyasal yapilari Sekil
1’de gosterilmistir.
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Sekil 1. MTT, XTT ve MTS bilesiklerinin kimyasal yapilari
(Barltrop ve ark., 1991’den).

Arastirmalarda, ¢ok sayida tetrazolyum-
formazan maddesi kullanilmis olmakla beraber
bunlardan sadece birka¢ tanesi kabul gérmis ve
biyolojik sistemlere uyarhhgl saglanmistir (Altman,
1976; Barltrop ve ark., 1991). Bu bilesikler, hicre
icine girebilme ve vasatta ¢Oziinme Ozelliklerine
gore ikiye ayrilirlar. ilk grupta bulunan MTT, pozitif
yukli  bir  bilesik olup, okaryot hicrelerin
membranini  kolayhkla gegerek hiicre iginde
indirgenebilir ancak indirgenme sonucu olusan
formazan, suda ¢éziinmez niteliktedir ve dolayisiyla
vasatta kristal seklinde ¢dkelmektedir. ikinci grupta
bulunan MTS, XTT ve WST bilesikleri ise negatif
yukli  olup hiicre membranini gecemezler. Bu
yuzden ilgili bilesiklerle birlikte ara elektron alici
molekillerin (fenazin metil stlfat, fenazin etil silfat)
kullanilmasi  zorunlulugu dogar. Elektron alici
molekil, hiicre igerisine girerek sitoplazmadan ya
da plazma membranindan elektron alir ve vasata
geri donerek tetrazolyum bilesigini indirger. ikinci
gruptaki bilesiklerin indirgenmesi sonucu olusan
formazan ise suda ve dolayisiyla vasatta ¢ozilinebilir
niteliktedir (Riss ve ark., 2016). Tetrazolyum
bilesikleri ile yapilan canlilk testleri, (¢ asamada
gerceklestiriimektedir. ilk asamada hiicreler belirli
bir siire toksik maddeye maruz birakilirlar. ikinci
asamada toksik madde uzaklastirlip tetrazolyum
bilesigi vasata eklenir ve ortalama 1-4 saat boyunca
inkiibe edilir. Bu esnada canh hicreler ilgili
bilesikleri indirgeyip formazana donustiirirek renk
degisimini gergeklestirir. Son asamada ise renk
degisimi spektrofotometrik yontemle oOlgilerek
canli/6la hicre sayisi belirlenir (Mossman, 1983;
Riss ve Moravec, 2004). MTT test belirteci
eklendikten olusan renk degisimi Sekil 2’'de
gosterilmistir.

Olgim  sonucu  olusan  sinyal  miktari,
tetrazolyum tuzu konsantrasyonu, hiicre tipi, canl
hicre sayisi ve metabolik kapasitesi, vasat icerigi,
vasat pH’i, pleyt-flask ya da kuyucuk yapisi gibi
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parametrelerle dogrudan iliskilidir (Denizot ve Lang,
1986; Riss ve ark., 2016). MTT bilesigi sari renklidir,
olusan formazan ise mor renkli olup suda ¢éziinmez
niteliktedir ve absorbansin 6lgllebilmesi igin uygun
bir c¢o6ziiciide c¢ozduridlmelidir. Denizot ve Lang
(1986) tarafindan, MTT testinde olusan formazani
¢ozdirmek icin  dimetil silfoksit (DMSO)
kullaniminin  uygun oldugu ortaya konulmustur.
Cozicu olarak genellikle tercih edilen DMSO’nun
hiicreler Uzerine olan toksik etkisi bilinmektedir ve
bu da test glivenilirligini azaltmaktadir (Paull ve ark.,
1988). Ayrica ¢Ozdirmek igin yapilan pipetleme
esnasinda formazan kristallerinin zarar gérmesi de
test hassasiyetini disiren diger bir etkendir (Martin
ve Clynes, 1993). XTT, MTS ve WST testlerinde, ek
bir ¢ozdirme islemine gerek duyulmamasinin
yaninda, deney siresince ¢esitli zamanlarda
absorbansin kaydedilmesi miimkin olmaktadir. Bu
sayede canhligin degerlendirilmesi hakkinda daha
detayli ve hicre sayisi hakkinda MTT testine
nazaran daha hassas bilgi sunarlar. Bu gruptaki
tetrazolyum tuzlan, kimyasal &zellikleri dolayisiyla
kendileriyle beraber elektron baglayici ajanlarin
(electron  coupling agent, PES) kullanimini
gerektirmektedirler (Barltrop ve ark., 1991; Riss ve
Moravec, 2006).

Kontrol —» &

10 pg/imL —»

20 pg/mL —»1}
40 pg/mL —»
80 pg/mL

100 pg/mL

Sekil 2. MTT testinde olusan renk degisimi
(Aravinthan ve ark., 2015).
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Sekil 3. ATP biyoliiminesans reaksiyonu (Held P, 2004’ten
uyarlanmistir).

LDH Enzim Saliverilmesi Testi: Hicre canhhginin
degerlendiriimesinde kullanilan diger bir metot ise
hasarli/6li  hicrelerden vasata salinan laktat
dehidrojenaz (LDH) aktivitesinin belirlenmesidir
(Decker ve Lohmann-Matthes, 1988; Korzeniewski
ve Callewaert, 1983). Laktat dehidrojenaz, tiim
hiicrelerde bulunan sitoplazmik bir enzimdir.
Hicreler, toksik etkilere maruz kaldiginda plazma
membran butinlukleri bozulur ve LDH enzimi
hlcrelerden sizarak vasata geger. Béylece maruziyet
sonrasl LDH enzim aktivitesi Olgllerek hiicre hasari
degerlendirilebilir (Lappalainen ve ark., 1994; Riss
ve Moravec, 2006).

LDH aktivitesinin belirlenmesi icin
uygulanabilecek iki farkli metot bulunmaktadir. ilk
metotta kullanilan test belirteci, hiicrelere toksik
olmasi dolayisiyla LDH salinimina neden olup test
degerlerini bozabilmektedir. Bu nedenle hiicrelerin
toksik madde ile maruziyeti sonrasi, kuyucuklardan
alinan bir miktar vasat baska bir mikropleyte
aktarihir ve test belirteci eklenerek birkag saat
inkiibe edilir (Riss ve Moravec, 2006). inkiibasyon
sirasinda vasatta bulunan LDH, pirGivatin laktata
donlsumini katalize eder. Bu enzimatik aktivite
esnasinda, NADH oksidasyona ugrayarak NAD"a
dénisiir. incelenen vasattaki NADH miktari, 340 nm
absorbansta, mikropleyt okuyucu ile belirlenerek
test tamamlanir (Decker ve Lohmann-Matthes,
1988; Lappainen ve ark., 1994; Riss ve Moravec,
2002). ikinci ydntemde resazurin boyasi ve diaforaz
enzimi kullanilmaktadir. Test belirteci, direkt
hicreler Gzerine eklenir. On dakikalik inklibasyon
siresi yeterlidir. Bu metot, diaforaz enziminin
katalize ettigi bir reaksiyonla, vasatta bulunan
NADH’In, resazurin boyasini floresans bir madde
olan resorufin’e indirgemesi ve sonrasinda floresans
sinyalinin  florometre ile 06lcim{ prensibine
dayanmaktadir. (Riss ve Moravec, 2006). LDH testi
ile 6l¢lilen enzimatik aktivitenin zamana bagli olarak
dogal yikimlanmaya ugrayabilmesi, pH ve vasat
kompozisyonundan etkilenebilmesi, hassasiyetini
dlslren dezavantajlarindan bazilaridir (Galluzzi ve
ark., 2009). Hiicreler hasar aldiktan ya da 6ldikten
sonra vasata gegen LDH’nin yari émri ortalama 9-
10 saat kadardir. Toksik madde ile uzun sureli
maruziyet gerektiren c¢alismalarda, LDH’nin vyari
omri ve ¢ogalan hiicrelerin LDH oranini degistirmesi
gibi faktorler, hassasiyeti diisirmektedir. Ornegin;
48 saatlik maruziyet periyodu belirlenen bir
galismada, 48 saatlik slrenin basinda olen
hicrelerden vasata salinan LDH aktivitesi en ge¢ 12
saat icerisinde sonlanacak ve deney sonunda tespit
edilemez hale gelecektir. Sayillan bu nedenlerden
otlrd LDH testi uzun sireli maruziyet ¢alismalarina
uygun degildir (Riss ve ark., 2006). Farkli hicre
hatlarindan kdken alan ve vasata salinan LDH’nin
stabilitesi  farklilk  gdstermektedir.  Ozellikle
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fibroblastlarin endojen LDH seviyeleri distik oldugu
icin bu hiicre hattiyla LDH testinin kullanimi uygun
degildir (Zucco ve ark., 1998).

Liiminesans Metodlar:

a) Alamar Mavisi Floresans Testi ve Diger Floresans
Metodlar: Alamar mauvisi testi, Erb ve Ehlers (1950)
tarafindan, biyolojik sivilarda ve siitte bakteriyel
kontaminasyonun belirlenmesi amaciyla ilk kez
1950’lerde kullanilmis, daha sonra Ahmed ve ark.
(1994), bu testi radyoaktif [*H]timidin birlesme
testine  alternatif  olarak  hiicre  kiltlrine
uyarlamistir. Bu metot, alamar mavisi (resazurin)
adli bilesigin, canli hicreler tarafindan resorufin
bilesigine donistlirilmesi esasina dayanmaktadir.
Resazurin, oksidatif formda bulunan koyu mavi
renkte bir redoks boyasidir, hiicre zarindan
serbestce gecerek hicrelere girer ve burada
indirgenerek floresans ozellikteki pembe renkli
resorufin  bilesigine  donisiir.  Oli  hicreler,
metabolik aktivitelerini kaybettikleri icin resazurini
indirgeyemez ve floresans sinyali olusturamazlar.
Olusan sinyal, florometre kullanilarak tespit edilir ve
canlh hiicre sayisi arttik¢a sinyal siddetlenir (Ahmed
ve ark., 1994; O’brien ver ark., 2000; Riss ve
Moravec, 2006; Silva ve ark., 2016).

Resazurin, PBS igerisinde ¢ozlinebilmektedir.
Hicrelerin toksik madde ile maruziyeti sonrasi,
resazurin taslyan test belirteci, direkt olarak vasata
eklenerek uygun bir inkiibasyon periyodu sonra-
sinda ol¢lim yapilarak test tamamlanir. Metabolik
aktivitesi distk hicre hatlar ile yapilan galisma-
larda, yeterli sinyal olusumunun saglanmasi igin
inklibasyon suresinin artirilmasi olduk¢a 6nemlidir
(Riss ve Moravec, 2006; Silva ve ark., 2016). Alamar
mavisi testinde, lizis, ekstraksiyon ve yikama gibi
zaman ve emek gerektiren prosedirler bulunma-
maktadir. pH degisikliklerine karsi dayaniklihg
gosterilen alamar mauvisi testi, fotal dana serumu ve
fenol kirmizisi igeren vasatlarda kullanildiginda, bu
maddelerin 6l¢im esnasinda herhangi bir sinyal
guriltisine yol agmadigi gosterilmistir (Ahmed ve
ark., 1994; Silva ve ark., 2016).

Alamar mavisi testinde, renk degisikligi
olustuktan sonra, hicreler vasattan cikarilsa ya da
sonradan Olse dahi renk degisikligi sabit kalir ve bu
da kullanimini  sinirlayan nedenlerden biridir.
Hicrelerin UGreme ve gelismeleri sirasinda ortama
verdikleri metabolitler ve vasat kompozisyonundan
oldukga etkilenen alamar mavisi, hiicreler 6ldiikten
sonra metabolitleri halen vasatta bulundugu icin
tekrar eski okside formuna dénemez ve bu da testin
belirleyiciligini negatif etkiler (Ahmed ve ark., 1994;
Squatrito ve ark., 1995). Alamar mavisi disinda,
hiicre canhhgini belirlemede kullanilan proteaz ve
esteraz enzim aktivitesine dayali iki farkli floresans

metodu bulunmaktadir. Bu metodlar, canl ve 6l
hilcrelerin, proteaz ve esteraz aktivitesi yoninden
ayrilmasi prensibine dayanmaktadir (Niles ve ark.,
2007, Sali ve ark., 2016). Proteaz aktivitesine dayali
metotta, hiicre zarini gegebilen florojenik proteaz
substrati (glisilfenilalanil-aminoflorokumarin; GF -
AFC), canli hicreler igerisine girer, sitoplazmik
aminopeptidazlar tarafindan glisin ve fenil amino
asitlerinin uzaklastirilmasiyla floresans sinyali yayan
aminoflorokumarine (AFC) donistirilir ve boylece
canl hicre sayisi hakkinda bilgi verir. Ayrica GF-AFC
substratina benzer sekilde, yine proteaz substrati
bir peptid olan ancak hiicre igcine girme yetenegi
olmayan rodamin (aminolusiferin), hiicre 6limunu
takiben vasata gecen proteazlar tarafindan
florojenik formuna dondstiralir ve boylece ola
hlcre sayisi hakkinda bilgi verir. Metot, iki farkh
substrattan birinin uygulanmasi seklinde yapilabilse
de bu iki belirtecin kombine halde uygulanmasi,
proteaz testinin hassasiyetini 6nemli olglde
artirmaktadir (Niles ve ark., 2007). Esteraz aktivitesi-
nin 6lglimiine dayali metotta ise ester formunda
substrat halinde bulunan kalsein-asetoksi-metilester
(CAM) isimli madde, sadece canli hicrelerin ester
baglarini kirabilecegi prensibine dayanarak hiicre
canhhgini belirlemektedir. Canli hiicreler tarafindan
ester baginin yikimlanmasiyla olusan serbest
kalsein, hiicre icerisinde kalarak floresans gosterir
ve olusan sinyalin 6l¢imi florometre ile yapilir (Sali
ve ark., 2016).

b) ATP Biyoliiminesans Testi: Adenozin trifosfat
(ATP) molekadli, biyolojik sistemlerde enerji kaynagi
olarak gorev yapar ve metabolik olarak aktif tim
hicrelerde bulunur (Crouch ve ark., 1993). Hiicre
olimini takiben, hiicrenin ATP sentez yetenegi
kaybolur ve endojen ATPazlar mevcut ATP’yi hizli bir
sekilde yikimlarlar. Bu nedenle intraselliiler ATP
icerigi, hlicre canlihginin temel gostergesi olarak
nitelenmis ve canlilik belirleme metodlari arasindaki
yerini  almistir.  ATP  biyoliminesans testi,
multipleytlerde yapilan canlilik testleri arasinda en
hizli, en hassas ve en kolay metot olarak
tanimlanmaktadir (Lomakina ve ark., 2015; Riss ve
ark., 2006).

ATP konstrasyonunun olcllebilecegi, enzimsel-
spektrofotometrik, radyografik, biyoliiminesans gibi
farkli metodlar mevcuttur. Biyoliminesans metodu,
bunlarin icerisinde en hassas metot olmasi
dolayisiyla 6n plana ¢ikmistir (Lomakina ve ark.,
2015). Liminesans oOzellik gosteren ¢ok sayida
biyolojik madde bulunmakla beraber bu zamana
kadar bunlardan sadece (¢ tanesi, Firefly
(atesbocegi-Photuris  Pennsylvanica), Renilla ve
Aequorin isimli canhlardan elde edilen substratlar,
biyoliiminesans testlerine uyum saglayabilmis ve
kullanima girmistir. ATP biyoliminesans testi,
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normalde ates bdceklerinde meydana gelen
biyoliiminesans reaksiyonunun takliti prensibine
dayanir. Lusiferaz ve bu enzimin substrati olan
lusiferin, test belirteci olarak kullanilarak,
hiicrelerde bulunan ATP araciligiyla liminesans
olusumu saglanir (Fan ve Wood, 2007; Riss ve
Moravec, 2006). Lusiferaz enzimi, 61 kDa agirliginda
monomerik bir enzimdir. Bu enzim, O&ncelikle
lusiferin ile ATP’yi birbirine baglayarak lusiferil-AMP
ara Urinini meydana getirir. Bu {rlin ise
magnezyum iyonlari  varliginda, oksijen ile
reaksiyona girerek oksitlenir ve eksite enerji
duzeyindeki bir bilesik olan oksilusiferine doéndsur.
Oksilusiferin, kararl enerji diizeyine dénerken fazla
enerjisini foton olarak yayar ve sari-yesil renkte 1sik
olusturarak 560 nm dalga boyunda maksimum
absorbans verir (Fan ve Wood, 2007; Lomakina ve
ark., 2015).

ATP biyolliminesans testinde kullanilan test
belirteci igerisinde, canh hucreleri lize edip ATP
icerigini aciga cikarmak igin deterjan, asit vb
maddeler, gikarilan ATP’nin yikimlanmasini 6nlemek
icin ATPaz inhibitorleri, lusiferaz, lusiferin, buffer ve
stabil bir liminesans sinyali olusturmak icin gerekli
sartlari saglayan diger maddeler bulunmaktadir.
Lusiferaz enzimi, hiicre igine penetre olamadigi icin
canli hicrelerde bulunan ATP miktarini &lgeme-
mekte ve bu nedenle hiicrelerin lize edilmesi
gerekmektedir. Hlcreleri lize etmek igin deterjan
maddeler ve karisimlari, gligll asitler (perklorik asit,
triklorasetik asit), organik solventler (butanol,
kloroform, dimetil stlfoksit) gibi farkli maddeler
kullanilmaktadir (Lomakina ve ark., 2015). Sali ve
ark. (2016), perklorik asit ile yapilan lizis islemini
altin standart olarak tanimlamistir. Test, toksik
madde ile maruziyeti takiben hicrelerin lize
edilmesi, agiga c¢ikan ATP’nin, lusiferin-lusiferaz ile
reaksiyona girmesi ve olusan liminesans sinyalinin
luminometre ile olglilmesi sirasiyla gergekles-
tirilmektedir (Crouch ve ark., 1993; Lomakina ve
ark., 2015; Riss ve ark., 2006). Liiminesans sinyali,
alternatif olarak bazi florometre modelleri ile de
Olculebilir ancak bunlar luminometre kadar hassas
degildir (Riss ve ark., 2006). ATP testinin uygulama
kolayligi, hizh sonug¢ vermesi ve canlilik testleri
arasindaki en hassas test olmasi, One c¢ikan
ozellikleri arasindadir (Petty ve ark., 1995; Riss ve
Moravec, 2006; Weyermann ve ark., 2005). ATP
testi, ylksek dlzeydeki hassasiyeti nedeniyle, cok
daha fazla sayida maddenin es zamanl olarak
incelenmesine imkan veren 1536’lik mikropleyt
formatina uygundur (Riss ve ark., 2016). Test icin
gerekli luminometre cihazi, her laboratuvarda
bulunmamakta ve bu testin maliyeti, en 6nemli
dezavantaji olarak ortaya c¢ikmaktadir (Riss ve
Moravec, 2006).

c) Ger¢ek Zamanh (Real Time) Biyoliiminesans
Testi: Canlilik testlerinin blylk ¢ogunlugu, hiicreleri
yok eden veya daha ileri incelemelere izin vermeyen
son test (end-point) formatindadir ve bu da toksik
maddenin kinetigini ve gergek zamanli analizini
imkansiz hale getirmektedir. Toksisite, zaman ve
doza bagh oldugu icin, farkl doz araliklarinin etkileri
ancak farkli zamanlarda incelenerek anlasilabilir.
ATP biyoliminesans testine benzer sekilde bu testte
de lusiferaz enzimi kullanilmaktadir. Ancak bu testte
kullanilan lusiferaz enzimi, farkli bir canlidan elde
edilir. Lusiferaz prosubstrati olarak ise koelenterazin
denilen bir madde kullaniimaktadir (Duellman ve
ark., 2015).

Renilla lusiferazi, Sea Pansy (Renilla reniformis)
isimli bir ¢esit deniz canlisindan elde edilen 36 kDa
agirhgindaki monomerik bir enzimdir.
Koelenterazin, hiicre igine serbestce girebilme
ozelligine sahiptir ve (zerinde bazi kimyasal
modifikasyonlar yapilarak, lusiferaz ile etkilesemez
hale getirilmistir. Toksik maruziyet sonrasi hiicreler
Gzerine eklenen koelenterazin, canli hicreler
tarafindan (zerindeki modifikasyonlar uzaklas-
tirlmak suretiyle esas formuna dondirilir ve
lusiferaz ile etkileserek okside olup koelenteramide
donisir. Koelenteramid bilesigi eksite enerji
diizeyindedir ve kararl hale gegerken 480 nm dalga
boyunda maksimum absorbans veren mavi renkte
isinim yapar. Oli hiicreler, metabolik aktiviteleri
bulunmadigi koelenterazini asil formuna don(stiire-
mez ve herhangi bir sinyal olusumuna vyol
acamazlar. Olusan sinyal, canli hiicre sayisi ile dogru
orantilidir. Bu metotta kullanilan Renilla lusiferazi ile
ATP biyoliminesans metodunda kullanilan Firefly
lusiferazi arasindaki en o©onemli fark, Renilla
lusiferazinin ATP’ye ihtiya¢ duymamasidir. Boylece
hicreleri lize etmeye gerek duyulmamakta, gergek
zamanli inceleme mimkin olmaktadir. Ayrica bu
metodun son test formatinda olmayisi, diger
testlerle kombine edilerek daha detayli sonug
alinabilmesini saglamaktadir (Duellman ve ark.,
2015; Fan ve Wood, 2007; Riss ve ark., 2006;
Verhaegen ve ark., 1998). Gergek zamanh
biyoliiminesans testinin dezavantajlarindan biri,
vasata eklenen prosubstratin, canli hicrelerce
metabolize edilerek bir siire sonra tiketilmesi iken
digeri, testin yiuksek maliyetidir (Riss ve ark., 2016).

Sonug¢

Sitotoksisite testleri, ilag olmasi muhtemel ya
da toksik etkisi bilinmeyen bir maddenin davranisi
hakkinda temel bilgiler verir ve daha sonra yapilacak
hayvan denemeleri veya klinik denemelere kaynak
olusturur. Bu nedenle, ilgili ¢alismalardan elde
edilecek verilerin dogrulugu ve glvenilirligi 6nem-
lidir. Ge¢mis yillarda, sitotoksisite sonrasi hiicrelerin
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canhhgini degerlendirmek icin ¢ok sayida metot
gelistiriimis ve her metodun kendine gbre avantaj
ve dezavantajlari tanimlanmistir. Ancak arastir-
macilar tarafindan halen eski ve ¢ok sayida
dezavantaja sahip metodlarin (MTT testi gibi), gerek
uygulama kolayhg gerekse maliyetleri dolayisiyla
tercih edildigi gorilmektedir. Bu sahadaki son
gelismelerden biri olan gercek  zamanli
biyoliiminesans goéruntiileme, hassasiyetini ve
kalitesini ispatlamis bir metot olsa da, gerektirdigi
ekipman ve sarf malzemelerin maliyeti dolayisiyla
heniiz yayginlasmamistir. Bircok arastirmaci, uygun
metot seciminden bahsederken maliyeti de goz
oninde bulundurulmasi gerekli kosullardan biri
saymistir ancak, testlerden elde edilen verilerin
onemi goz onlne alindiginda, maliyetin 6n planda
olmamasi gerektigi kanisina varilmaktadir. Bir kisim
arastirmacilar ise, hassasiyet kaygisini gidermek igin
¢esitli metodlarin kombinasyonunu tercih etmis ve
bu durumun giivenilir sonuglar sunmasi agisindan
uygun oldugu dislinilmistir. Yapilan testlerden
elde edilen verilerin kalitesi yalnizca metoda bagli
degil, arastirmacinin bilgi ve tecribesi, kullanilan
hiicre tipi, ortam sicakhgl, test belirteci icerigi ve
vasat kompozisyonu gibi c¢ok sayida degiskene
baghdir. Test sonuglarindaki basari, tim bu
degiskenlerin bir arada goz o©nilinde bulundurul-
masini  gerektirmektedir.  Gelecekte, hiicresel
mekanizmalarin ve hiicresel yapilarin daha detayl
aydinlatilmasi ile farkh canliik belirteglerinin
kesfedilecegi ve ¢ok daha hassas derecede tespit
yapilabilecegi diisiintilmektedir.

Kaynaklar

Ahmed SA, Gogal RM Jr, Walsh JE, 1994: A new rapid and
simple non-radioactive assay to monitor and
determine the proliferation of lymphocytes: an
alternative to [3H]thymidine incorporation assay. J
Immunol Methods, 170, 211-224.

Altman FP, 1976: Tetrazolium salts and formazans. Prog
Histochem Cytochem, 9(3), 3-6.

Aravinthan A, Govarthanan M, Selvam K, Praburaman L,
Selvankumar T, Balamurugan R, Kamala-Kannan S,
Kim JH, 2015: Sunroot mediated synthesis and
characterization of silver nanoparticles and
evaluation of its antibacterial and rat splenocyte
cytotoxic effects. Int J Nanomedicine,1977-1983.

Barltrop JA, Owen TC, Cory AH, Cory JG, 1991: 5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4,5-dimethylthiazolyl)-3-
(4-sulfophenyl)tetrazolium, inner salt (MTS) and
related analogs of 3-(4,5-dimethylthiazolyl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) reducing to
purple water-soluble formazans as cell-viability
indicators. Bioorganic&Medicinal Chemistry Letters,
1,11, 611-614.

Borenfreund E, Puerner JA, 1985: Toxicity determined in
vitro by morphological alterations and neutral red
absorption. Toxicol Lett, 24(2-3), 119-124.

Connolly DT, Knight MB, Harakas NK, Wittwer AJ, Feder J,
1986: Determination of the number of endothelial
cells in culture using an acid phosphatase assay.
Anal Biochem, 152, 136-140.

Crouch SPM, Kozlowski R, Slater KJ, Fletcher J, 1993: The
use of ATP bioluminescence as a measure cell
proliferation and cytotoxicity. J Immunol Methods,
160, 81-88.

Decker T, Lohmann-Matthes ML, 1988: A quick and
simple method for the quantitation of lactate
dehydrogenase release in measurements of cellular
cytotoxicity and tumor necrosis factor (TNF) activity.
J Immunol Methods, 15, 61-69.

Denizot F, Lang R, 1986: Rapid colorimetric assay for cell
growth and survival: Modifications to the
tetrazolium dye procedure giving improved
sensitivity and reliability. J Immunol Methods, 89,
271-277.

Duellman SJ, Zhou W, Meisenheimer P, Vidugiris G, Cali JJ,
Gautam P, Wennerberg K, Vidugiriene J, 2015:
Bioluminescent, nonlytic, real-time cell viability
assay and use in inhibitor screening. Assay Drug Dev
Techn,13(8), 456-465.

Erb RE, Ehlers MH, 1950: Resazurin reducing time as an
indicator of bovine semen fertilizing capacity. J Dairy
Sci, 33(12), 853-864.

Fan F, Wood KV, 2007: Bioluminescent assays for high-
throughput screening.Assay Drug Dev Techn, 5, 1,
127-136.

Feoktistova M, Geserick P, Leverkus M, 2016: Crystal
violet assay for determining viability of cultured
cells. Cold Spring Harbor Protocol,
DOI:10.1101/pdb.prot087379.

Galluzzi L et al, 2009: Guidelines for the use and
interpretation of assays for monitoring cell death in
higher eukaryotes. Cell Death Differ, 16, 1093-1107

Gilbert DF, Boutros M, 2016: A protocol for a high-
throughput multiplex cell viability assay. Methods
Mol Biol, 1470, 75-84

Held P, 2004: Luciferase Measurements Using the
Clarity™ Luminescence  Microplate Reader.
http://www.biotek.com/resources/articles/luciferas
e-measurements-plate-reader.html, Erisim tarihi;
29.12.2016.

Ishiyama M, Tominaga H, Shiga M, Sasamoto K, Ohkura Y,
Ueno K, Watanabe M, 1995: Novel cell proliferation
and cytotoxicity assays using a tetrazolium salt that
produce formazan dye. In Vitro Toxicology, 8, 187-
190.

Korzeniewski C, Callewaert DM, 1983: An enzyme-release
assay for natural cyotoxicity. J Immunol Methods,
64, 313-320.

Lappalainen K, Jaaskeldinen |, Syrjanen K, Urtti A,
Syrjanen S, 1994: Comparison of cell proliferation
and toxicity assays using two cationic liposomes.
Pharm Res, 11(8), 1127-1131.

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2017; Cilt: 6, Sayi: 1 117



Harran Univ Vet Fak Derg, 2017; 6 (1): 112-118

Derleme

Lomakina GY, Modestoca YA, Ugarova NN, 2015:
Bioluminescence assay for cell viability. Biochemistry
(Mosc), 80(6), 701-713.

Longo-Sorbello GSA, Saydam G, Banerjee D, Bertino JR,
2006: Cytotoxicity and cell growth assays. In “Cell
biology: a laboratory handbook”, Ed; Celis JE,
Elseiver Academic Press, Burlington.

Martin A, Clynes M, 1993: Comparison of 5 microplate
colorimetric assays for in vitro cytotoxicity testing
and cell proliferation assays. Cytotechnology, 11, 49-
58.

Mossman T, 1983: Rapid colorimetric assay for cellular
growth and survival: Application to proliferation and
cytotoxicity assays. J Immunol Methods, 65, 55-63.

Niles AL, Moravec RA, Hesselberth PE, Scurria MA, Daily
WJ, Riss TL, 2007: A homogeneous assay to measure
live and dead cells in the same sample by detecting
different protease markers. Anal Biochem, 336, 2,
197-206.

O’Brien J, Wilson |, Orton T, Pognan F, 2000: Investigation
of the alamar blue (resazurin) fluorescent dye for
the assessment of mammalian cell cytotoxicity.
Federation Of European Biochemical Societies, 267,
17,5421-5426.

O’Connor R, Heenan M, Duffy C, Clynes M, 1998:
Miniaturized in vitro methods in toxicity testing. In
“Animal Cell Culture Techniques”, Ed; Clynes M,
Springer Verlag, Germany.

Paull KD, Shoemaker RH, Boyd MR, Parsons JL, Risbood
PA, Barbera WA, Sharma MN, Baker DC, Hand E,
Scudiero DA, Monks A, Alley MC, Grote M, 1988:
The synthesis of XTT: A new tetrazolium reagent
that is bioreducible to a water-soluble formazan. J
Heterocyclic Chem, 25, 911-914.

Petty RD, Sutherland LA, Hunter EM, 1995: Comparison of
MTT and ATP-based assays for the measurement of
viable cell number. Luminescence, 10, 1, 29-34.

Riss T, Moravec R, 2002: Introducing the CytoTox-ONE™
homogeneous membrane integrity assay. Promega
Notes, 82, 15-18.

Riss TL, Moravec RA, Niles AL, Duellmann S, Benink HA,
Worzella TJ, Minor L, 2016: Assay guidance manual:
cell viability assays. https://www.ncbi.nlm.nih.gov
/books/NBK144065/?report=reader#!po=1.16279,
Erigim tarihi; 21.12.2016.

Riss TL, Moravec RA, O’brien MA, Hawkins EM, Niles A,
2006: Homogeneous multiwell assays for measuring
cell viability, cytotoxicity, and apoptosis. In
“Handbook Of Assay Development In Drug
Discovery”, Ed; Minor LK, CRC Press, Florida, USA.

Riss TL, Moravec RA, 2006: Cell proliferation assays:
improved homogeneous methods used to measure
the number of cells in culture. In “Cell Biology”, Ed;
Celis JE, Elseiver Academic Press, Burlington.

Riss TL, Moravec RA, 2004: Use of multiple assay
endpoints to investigate the effects of incubation
time, dose of toxin, and plating density in cell-based
cytotoxicity assays. Assay Drug Dev Techn, 2, 1, 51-
62.

Sali N, Nagy S, Podr M, Koszegi T, 2016: Multiparametric
luminescent cell viability assay in toxicology models:
A critical evaluation. J Pharmacol Toxicol Methods,
79, 45-54.

Scudiero DA, Shoemaker RH, Kenneth DP, Monks A,
Tierney S, Nofziger TH, Currens MJ, Seniff D, Boyd
MR, 1988: Evaluation of a soluble
tetrazolium/formazan assay for cell growth and drug
sensitivity in culture using human and other tumor
cell lines. Cancer Res, 48, 4827-4833.

Silva FSG, Starostina IG, lvanova VV, Rizvanoz AA, Oliveira
PJ, Pereira SP, 2016: Determination of metabolic
viability and cell mass wusing a tandem
resazurin/sulfornodamine B assay. Curr Protoc
Toxicol, 68, 2.24.1-2.24.15 DOI: 10.1002/cptx.1.

Squatrito RC, Connor JP, Buller RE, 1995: Comparison of a
novel redox «cell growth assay to the ATP
bioluminescence assay. Gynecol Oncol, 58, 101-105.

Tominaga H, Ishiyama M, Ohseto F, Sasamoto K,
Hamamoto T, Suzuki K, Watanabe M, 1999: A water-
soluble tetrazolium salt useful for colorimetric cell
viability assay. Analytical Communications, 36, 47-
50.

Verhaegen S, Coyle S,Connolly LM, O’loughlin, Clynes M,
1998: Cell cycle and cell death mechanism. In
“Animal Cell Culture Techniques”, Ed; Clynes M,
Springer Verlag, Germany.

Weyermann J, Lochmann D, Zimmer A, 2005: A practical
note on the use of cytotoxicity assays. Int J Pharm,
288, 369-376.

Zucco F, Angelis DI, Stammati A, 1998: Cellular Models for
In Vitro Toxicity Testing. In “Animal Cell Culture
Techniques”, Ed; Clynes M, Springer Verlag,
Germany.

*Yazigma Adresi: Orhan TOKUR

Ondokuz Mayis Universitesi, Veteriner Fakiiltesi,
Veteriner Farmakoloji ve Toksikolojisi Anabilim Dali,
Samsun, Tirkiye.

e-mail: orhantokur@gmail.com

118 Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2017; Cilt: 6, Sayi: 1


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

HARRAN UNIVERSITESi VETERINER FAKULTESiI DERGISi YAYIN KURALLARI *

1- Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi (Harran Univ Vet Fak Derg), Veteriner Hekimligi bilim alani ile
ilgili olmak Uizere insan ve hayvan saghgini kapsayan Tiirkge ve ingilizce olarak hazirlanmis orijinal klinik ve
deneysel arastirmalar, olgu sunumlari, derlemeler, kisa bilimsel makale ve editére mektuplar yayinlayan
hakemli bir dergidir. Dergi 6 ayda bir, yilda 2 sayi olarak yayinlanir. Yayinlanan makalelerden (cret
alinmamaktadir.

2- Dergiye kabul edilen yayinlar baska bir yerde yayinlanmamis olmalidir. Yayinlanan makalelerden dogacak her
tarla hukuki ve cezai sorumluluk yazarlara aittir. Yazarlara yayin hakki bedeli 6denmez. Gonderilen makaleler
yayinlansin veya yayinlanmasin geri iade edilmez.

3- Harran Universitesi Veteriner Fakdiltesi Dergisi, etik ilkelere saygi cercevesinde, TUBITAK ULAKBIM tarafindan
Turkiye'de tim Universitelerin kullanimina a¢mis oldugu "ithenticate" intihal tespit programi araciligiyla
gonderilen tiim makale, olgu sunumu ve derlemelerin 6n degerlendirmesini yapmaktadir. Bu 6n degerlendirme
sonuglarina gore, makale, olgu sunumu veya derlemelerin baska kaynaklarla benzerlik oraninin %23’li (6zet,
abstract ve kaynaklar hari¢) asmamasi gerekmektedir. "ithenticate" programi araciligl ile yapilacak on
degerlendirmede benzerlik oraninin %23 degerini asmasi durumunda yayimlanmak (izere Dergimize génderilen
makale, olgu sunumu veya derlemeler degerlendirilmeye alinmayacaktir.

4- Dergiye sunulan calismalarin etik kurallara uygun olarak yapilmasi sorumlulugu yazarlara aittir. Bununla
beraber editor, gerektiginde yazarlardan etik kurul belgesi isteme hakkini saklh tutar.

5- Makale yayina kabul edildigi takdirde her tiirli yayin hakkinin devredildigine dair beyanlari kapsayan Telif
Hakki Devir Sozlesmesinin tiim yazarlar tarafindan imzalanarak basimdan oOnce elektronik olarak dergi
editorligline gonderilmesi gerekmektedir. Telif Hakki Devir Sozlesmesi gonderilmeyen makaleler yayimlamaya
kabul edilmis olsalar bile basiimazlar.

6- Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi'ne génderilecek makale, olgu sunumu, derleme vb. ¢alismalar
Dergipark tzerinden http://dergipark.gov.tr/huvfd linki kullanilarak degerlendirme siirecine alinmaktadir.

YAZIM KURALLARI

Yazilar, MS Word formatinda, Times New Roman yazi tipinde, 12 punto, cift satir aralikli ve her kenardan 2.5 cm
bosluk birakilarak hazirlanmalidir. Bu sekildeki yazilar, sekil ve tablolar dahil olmak Gzere orijinal bilimsel
arastirmalar ve derlemelerde 15, kisa bilimsel makale ve olgu sunumlarinda 5 sayfayi gegmemelidir.

Birimler ve olgller igin Uluslararasi Standart birimleri (SI-sistem) kullaniimalidir.

Arastirma Makaleleri: Orijinal arastirma makaleleri asagidaki ana konu siralamasina gore dizilmelidir: Baslik,
Yazar adlari (Sorumlu yazar (*) ile isaretlenmeli), Yazar adresleri, Ozet ve Anahtar kelimeler (3 - 6 kelime),
ingilizce baslik, Abstract ve Keywords ile Giris, Materyal ve Metot, Bulgular, Tartisma ve Sonug, Tesekkiir veya
Bilgilendirme ile Kaynaklar. Her bir Tablo ve Sekil ayri sayfalarda yer almalidir.

YAZIM DUZENI

Ozet: Orijinal arastirma makalelerinde 250, diger makale tiirlerinde 200 kelimeyi gecmeyecek sekilde
hazirlanmalidir.

Anahtar Kelimeler: En fazla 6 tane olmak Uzere her iki dildeki 6zetin altinda verilmelidir. Anahtar kelimeler,
Tirkiye Bilim Terimleri arasindan segilmelidir. Anahtar kelimelerin segiminde Tiirkiye Bilim Terimleri internet
adresinden (http://www.bilimterimleri.com) yararlaniimaldir.

Giris: Sonuglarin anlasilabilmesi ve yorumlanabilmesi icin o konu ile ilgili yapilmis olan g¢alismalar hakkinda
bilgilere yer verilmelidir. Giris'te calismanin hipotezi belirtilmelidir. Calismanin amaci bu bolimin en sonunda
acik olarak yazilmahdir.

Materyal ve Metot: Bu bolimde deneysel calismalar diger arastirmacilar tarafindan tekrarlanabilecek
yeterlilikteki detayi ile verilmelidir. Uluslar arasi indeksli dergilerde yayinlanmis bir makalede agiklanan bir
teknik kullanildiginda, metodun ¢ok kisa aciklanmasi ve ilgili orijinal makaleye atif yapilmasi gereklidir. Harran
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi’ne yayinlanmak maksadiyla génderilen bilimsel ¢alismalarda “etik kurul
onayl” zorunlulugu ve gerekliligi var ise, etik kurul onay/izin belgesinin “alindigi etik kurulun ismini, sayisini ve
tarihini” iceren aciklayici bilgilerin materyal ve metot bolimiinde agik¢a belirtilmesi gerekmektedir.

Bulgular: Arastirma bulgulari agik ve anlasilabilir sekilde verilmelidir. Bulgular, gerektiginde tablo ve sekillerle
desteklenerek kisa olarak sunulmalidir.
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Tartisma ve Sonug: Bulgular gereksiz ayrintiya girmeden literatilrler 1siginda tartisilmali ve bulgularin 6nemi
vurgulanmalidir. Sonug ya da oneri ciimlesi ile bitirilmelidir.

Tesekkiir: Calisma veya makaleye kisisel katki ve parasal destek burada belirtilmelidir.

Derleme: Derginin yayin alanlarindaki konularda vyenilikleri iceren, giincel kaynaklardan vyararlanilarak
hazirlanmis makaleler olup, Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi'/nde degerlendirmeye alinan ve
yayinlanan derlemeler cagrili derlemelerden olusmaktadir. Derlemelerde; Ozet, Giris, Sonug¢ ve Kaynaklar
boltimleri bulunmalidir.

Olgu Sunumu: Yazarlarin, karsilastiklari yeni veya ender gozlemlenen olgularin ele alindigi, bilimsel degere
sahip bilgileri iceren eserlerdir. En fazla 15 kaynak kullanilmal ve bu kaynaklarin gilincel olmasina 6zen
gosterilmelidir. Olgu sunumlari; Ozet, Giris, Olgu tanimi, Tartisma ve Sonug ile Kaynaklar béliimlerinden
olusmaldir.

Kisa Bilimsel Makale: Kisa bilimsel makalelerde dar kapsamh olarak ele alinmis, yeni bilgi ve bulgular
sunulmahdir. Arastirma makalesi formatinda hazirlanmali ve en fazla 5 sayfa olmalidir. En fazla 2 tablo veya
sekil icermelidir.

Kaynaklar

Metin icinde atif yapilirken yazar veya yazarlarin soyadindan sonra parantez icinde kaynagin yayin yili
belirtiimelidir [Ornekler: Adams (1998) tarafindan; Wilkie ve Whittaker (1997) tarafindan; Doyle ve ark. (2007)
tarafindan... ]. Ciimlenin sonunda atif yapildiginda ise yazar ismi ve yayin yili parantez icinde belirtilmelidir.
[Ornekler: ... bildirilmistir (Adams, 1998); .... bildirilmistir (Wilkie ve Whittaker, 1997); ..... bildirilmistir (Doyle
ve ark., 2007)]. Birden ¢ok kaynaga atif yapilmasi durumunda 6nce alfabetik sonra kronolojik siralama
yapiimalidir. [Ornekler: .... bildirilmistir (Adams, 1998; Adams, 2008; Doyle ve ark., 2007; Wilkie ve Whittaker,
2006)]. Ayni yazarin ayni yil yayinlar séz konusu ise her biri “a” harfinden baslayarak kiglik harflerle
isaretlenmelidir. [Ornek: .... (Adams, 2005a; Adams, 2005b;...)].

Yazari belli olmayan Web adresleri (Anonim, erisim yil) seklinde belirtilir.

Kaynak listesi asagidaki sekilde hazirlanmalidir:

Makale; Sullivan JC, Sasser JM, Pollock JS, 2007: Sexual dimorphism in oxidant status in spontaneously
hypertensive rats. Am J Phsiol Integr Comp Physiol, 292, 64-68.

Kitap; Cadenas E, Packer L, 2001: Handbook of Antioxidants. 2nd ed., Marcel Dekker Inc., New York, USA.

Kitaptan bir boliim: Bernstein PS, Katz NB, 2001: The role of ocular radicals in age-related macular
degeneration. In “Environmental Stressor in Health and Disease”, Ed; Fuchs J and Packer L, Marcel Dekker Inc.,
New York, USA.

Web sayfasi: Anonim, 2010: http://www.emea.europa.eu, Erisim tarihi; 01.04.2010.
Bozkaya F, 2011: Biyoteknoloji ve Gen Mihendisligi. http://www.emea.europa.eu, Erisim tarihi; 01.04.2011.

Tez: Er A, 2009: Makrolid grubu antibiyotiklerin endotoksemide sitokin diizeylerine etkisi. Doktora tezi, SU
Saglik Bilimleri Enstitlsi, Konya.

Bilimsel toplantida sunulan bildiri: Allen WR, Wilsher S, Morris L, Crowhurst JS, Hillyer MH, Neal HN, 2006: Re-
establishment of oviducal patency and fertility in infertile mares. In: Proceedings of the Ninth International
Symposium on Equine Reproduction, Kerkrade, Holland, pp. 27-28.

Tablo ve Sekiller: Her bir tablo ve sekil ayrn sayfalara vyerlestirilmelidir. Kullanim sirasina goére
numaralandiriimali, kisa basliklarla ifade edilmeli ve metin icinde tablo numarasi verilerek atifta bulunulmalidir.
Tablo basliklari makalenin yazim dilinde tablonun st bélimine yazilmalidir. Tabloda kullanilan kisaltmalar ve
gerekli aciklamalar tablo altinda verilmelidir. Sekil basliklari makalenin yazim dilinde seklin alt boélimiine
yazilmalidir. Elektronik posta ile génderilecek olan eserlerde yer alan tiim resimler en az 600 dpi ¢ozlinlrlikte,
TIFF veya JPEG formatinda kaydedilmis olmalidir.

* Not: Dergimize makale gonderimi yalnizca Dergipark lizerinden http://dergipark.gov.tr/huvfd linki kullanilarak
yaptimaktadir.
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INSTRUCTION for AUTHORS of JOURNAL of HARRAN UNIVERSITY FACULTY of VETERINARY MEDICINE*

1- The Journal of the Faculty of Veterinary Medicine, University of Harran (Harran Univ (HRU) Vet Fak Derg)
publishes original clinical and experimental research, case reports, reviews, preliminary report and Letters to
Editor concerned with all aspects of veterinary sciences in Turkish and English.

The journal is published as 2 issues per year. There is no publication charge.

2- Papers are accepted for publication on the understanding that they have not been published and are not
currently considered for publication elsewhere. All responsibilities from published articles merely belong to the
authors. No copyright fee is paid to authors.

3- In frame of the respect to ethical principles, Harran University Journal of the Faculty of Veterinary Medicine
makes preliminary evaluations of all articles and case reports for plagiarism by using the program "ithenticate"
made available by TUBITAK ULAKBIM to all universities. Therefore similarity index of the articles, case reports
or reviews should not exceed 23% (Turkish abstract, abstract and references are excluded). When the similarity
index detected via "ithenticate" program exceeds 23%, the articles case reports or reviews sent to our journal
for publishing will not be further evaluated and returned to the author.

4- Ethical responsibility of all research submitted to the journal for publication belongs to the author(s).
However, the Editor reserves the right to ask author(s) for an approval letter given by local ethics committee.

5- If the paper is accepted for publication the Copyright Transfer Agreement Form should be signed by all co-
authors and the scanned form should be sent to the Editor by e-mail before publication. The article will not be
published until the Copyright Transfer Agreement Form is received.

6- Submission to Harran University Journal of Faculty of Veterinary Medicine proceeds on-line through
Dergipark by using the link http://dergipark.gov.tr/huvfd.

Preparation of Manuscript

Papers submitted for publication should be written using MS Word 2007 or upper version in Times New Roman
style, 12 font size, 1.5 line spacing and 2.5 cm from all margins. Original papers and reviews should not exceed
15 pages and case reports should not exceed 5 pages including tables, figures and graphs.

International Standard Unit (SI System) should be used for units and abbreviations.

Research Articles: Original research articles should be lined up as; Heading (Turkish), Authors names
(corresponding author should be remarked with (*), authors addresses, Abstract (Turkish) and Keywords
(Turkish) (3-6 phrases), English heading, Abstract (English) and Keywords (English), Introduction, Materials and
Methods, Results, Discussion and Conclusions, Acknowledgement and References. If the paper is written in
English; firstly English heading, author(s) name(s), author(s) address(es), Abstract (English) and Keywords
(English); Turkish heading, Abstract (Turkish) and Keywords (Turkish) should be lined up and the rest of the
article should be in English. Tables and Figures should be printed on separate pages.

Writing order:

Abstract: Abstracts should not exceed 250 words in original articles and 200 words in other kind of articles.
Keywords: Keywords should be 6 at maximum and written at the bottom of the summaries in both languages.
Keywords should be chosen from Turkish Scientific Terms. These terms can be obtained from internet address
of Turkish Scientific Terms (http://www.bilimterimleri.com).

Introduction: This section should supply pertinent background information for understanding and
interpretation of the results the hypothesis and the aim of the study should be clearly given at the end of this
section.

Materials and Method: This section should describe the experimental procedures in sufficient detail to allow
other scientists to repeat the experiment. Where techniques that have already been described in an indexed
journal are used, this section may be concise and only provide relevant references. For studies requiring an
approval of ethics comittee, informations on the name of the ethics comittee and the date and the number of
the approval should be given in this section.

Results: The results section should provide data that are concisely explained, when required by including tables
or figures.

Discussion: The results of the study should be discussed based on the literature and the importance of the
findings should be stated. This section should be finished by concluding statements.
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Acknowledgements: Any additional information concerning funding and personal contributions to the study or
manuscript should be noted.

Reviews: Review articles aim to provide accessible, authoritative overviews in a field or topic. Harran University
Journal of Faculty of Veterinary Medicine considers only invited reviews for publication. Reviews must contain
following sections; abstract, introduction which can include sub sections, conclusions and references.

Case reports: Author(s) must prefer rare and original cases include scientific point of view. Case reports should
not exceed 5 pages (excluding title page), and should not use more than 15 references. Case reports should
include “Abstract, Introduction, Case, Results and Discussion as well as References” sections.

Short Communication: Short Communications should concisely presents results of a limited investigation they
should be prepared in the form of original articles and not exceed 5 journal pages including figures, tables and
references. They should include at most 2 figures and tables.

References

All references in the text must be given by author's surname and year of publication enclosed in round brackets
[Example: Adams (1998) reported that...; Wilkie and Whittaker (1997) reported that.., Doyle et al. (2007)
reported that... or It has been reported that... (Adams (1998)’; It has been reported that..." (Wilkie and
Whittaker (1997); It has been reported that... (Doyle et al., 2007)]. Citations should be arranged in alphabetical
order and then chronologically. [Example: It has been reported that... (Adams, 1998; Adams, 2008; Doyle et al.,
2007; Wilkie and Whittaker, 2006)]. Publications by the same author(s) in the same year should be identified
with a, b, c after the year of publication. [Example: It has been reported that... (Adams, 1998a; Adams, 1998b)
Web address should be referenced as anonym. For example Anonym 2010. Only official web pages should be
used.

The list of references should be prepared as follows:

Article; Sullivan JC, Sasser JM, Pollock JS, 2007: Sexual dimorphism in oxidant status in spontaneously
hypertensive rats. Am J Phsiol Integr Comp Physiol, 292, 64-68.

Book; Cadenas E, Packer L, 2001: Handbook of Antioxidants. 2nd ed., Marcel Dekker Inc., New York, USA.

Section in a Book: Bernstein PS, Katz NB, 2001: The role of ocular radicals in age-related macular degeneration.
In “Environmental Stressor in Health and Disease”, Ed; Fuchs J and Packer L, Marcel Dekker Inc., New York USA.

Web page: Anonym 2010. http://www.emea.europa.eu/ Accession date; 01.04.2010.
Bozkaya F, 2011: Biotechnology and Genetical Engineering. http://www.emea.europa.eu/ Erisim tarihi;
01.04.2011.

Thesis: Er A, 2009: Effect of macrolide antibiotics on cytokine levels in endotoxemia. PhD thesis, SU Institute of
Health Sciences, Konya.

Proceedings abstracts: Allen WR, Wilsher S, Morris L, Crowhurst JS, Hillyer MH, Neal HN, 2006: Re-
establishment of oviducal patency and fertility in infertile mares. In: Proceedings of the Ninth International
Symposium on Equine Reproduction, Kerkrade, Holland, pp.27-28.

Tables and Figures: Tables and Figures should be printed on separate pages. Each table and figure should have
a brief and self explanatory title and should be consecutively numbered with Arabic numbers. The text should
include references to all tables and figures. The title of each table should be written above the table.
Abbreviations and explanations used in the table should be placed at the bottom of the table.

Photographs should be of high quality. If manuscript is submitted by electronic mail, images must be scanned in
a resolution of at least 600 dpi and submitted in JPEG or TIFF format. Offprints of the journal will be in black
and white.

*: Submission to Harran University Journal of Faculty of Veterinary Medicine proceeds on-line through
Dergipark by using the link http://dergipark.gov.tr/huvfd.
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HARRAN UNIVERSITESI VETERINER FAKULTESI DERGISI

TELIF HAKKI DEVIR FORMU

Harran Universitesi

Veteriner Fakiiltesi Dergisi Editorliigiine

Biz asagida adi, soyadi ve imzalari bulunan yazarlar, tarafimizdan yaziimis,

isimli makalenin igerigi, sonuglari ve yorumlari konusunda, Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Dergisi’nin hi¢ bir sorumluluk tasimadigini kabul ederiz. Sundugumuz makalenin orijinal oldugunu,
herhangi bir baska dergiye yayinlanmak (izere gonderilmedigini, daha dnce yayinlanmadigini beyan
ederiz. Makalenin telif hakkindan feragat etmeyi kabul ederek sorumlulugu lstlenir ve imza ederiz.
Makalenin telif hakki Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi’ne devredilerek yayinlanmasi
konusunda yetkili kilinmistir.

Bununla birlikte yazarlarin asagidaki haklari sakhdir:

1. Telif Hakki disinda kalan patent v.b. bitiin tescil edilmis haklar.

2. Yazarin gelecekteki kitaplar ve dersler gibi ¢calismalarinda; makalenin timu ya da bir bolimini
Ucret 6demeksizin kullanma hakki.

3. Makaleyi ticari amaclarla kullanmamak kosulu ile cogaltma hakki.

Yazarin Adi ve Soyadi Tarih imza

(Formu doldurup tarayicida taradiktan sonra, harranvet@gmail.com adresine génderiniz.)

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi Yayin Kurulu 63200 Sanlurfa
Tel: 0414 318 39 24, E-mail: harranvet@gmail.com
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for the content, results and conclusions of the manuscript entitled,

We state that the submitted manuscript is original, has not been published or is not being considered
for publishing elsewhere. We grant to disclaim the copyright and sign this form by undertaking all
responsibility. Hereby Harran University Journal of the Faculty of Veterinary Medicine has been
authorized for publishing by transferring the copyright of the manuscript.
However the following rights of the author(s) are reserved:

1. All other rights such as patent right

2. The rights for using the manuscript as a whole or a part in their future works such as books or

lectures without paying any charge,

3. The rights for reproducing the manuscript for purposes other than commercial use.

Name and Surname of the Author Date Signature

Send the form to e-mail address harranvet@gmail.com after filling it.
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