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Absract: The aim of the study was to determine the possible presence of adrenergic receptors in the smooth musculature of

small and large intestines of heavy hybrid turkey, using different concentrations of non-selective adrenergic receptor
agonists, noradrenaline, under in vitro conditions. The research was carried out on 24 fattening turkeys. Tests of circular and
longitudinal layers of muscular duodenum, jejunum, ileum, cecum and colon in the organ isolation apparatus, using different
concentrations of noradrenaline hydrogentartarate solution, were tested. The research has established the presence of
adrenergic receptors within the smooth musculature of the small and large intestines of fattening turkeys. The effect of the
noradrenaline on the longitudinal layer was stronger (P<0.001) than the effect on the circular layer of tunica muscularis in
small and large intestines of fattening turkeys. There were also statistically significant differences in the results obtained with
regard to the use of different concentrations of noradrenaline. Significant differences in the effects of noradrenaline in
different parts of the small and large intestines have also been established. Further research into smooth musculature of the

small and large intestines of fattening turkeys is needed, with the use of selective agonists and o and B receptor antagonists.

Keywords: Adrenergic receptors, Fattening turkeys, Noradrenaline, Small and large intestines, Tunica muscularis.
Noradrenalinin in Vitro Kosullar Altinda Besi Hindilerinde ince ve Kalin

Bagirsak Diiz Kaslari Uzerine Etkisi

Oz: Bu calismanin amaci heavy hybrid hindilerin ince ve kalin bagirsaklarindaki diiz kaslarda bulunan adrenerjik reseptérlerin
olasi varhgini in vitro kosullar altinda farkli konsantrasyonlarda non-selektif adrenerjik reseptor agonisti, noradrenalin,
kullanarak belirlemektir. Calisma 24 besi hindisinde gergeklestirildi. Organ izolasyon cihazinda duodenum, jejunum, ileum,
¢ekum ve kolonun miuskiler longitudinal ve sirkiiler tabakalarinda testler farkli konsantrasyonlarda noradrenalin
hydrogentartarate soliisyonu kullanilarak test edildi. Calisma besi hindilerinin ince ve kalin bagirsaklarindaki diiz kaslarda
bulunan adrenerjik reseptorlerin olasi varligini ortaya koymdu. Noradrenalin’in longitudinal tabaka lizerindeki etkisi, besi
hindilerinin ince ve kalin bagirsaklarinda ki tunica muscularis sirkiiler tabaka Gzerinde ki etkisinden daha gugliydi (P<0.001).
Farkh konsantrasyonlarda noradrenalin kullanimina iliskin olarak elde edilen sonuglarda da istatistiksel olarak anlamh
farkliliklar vardi. Noradrenalinin ince ve kalin bagirsaklarin farkli bélgelerindeki etkilerinde de 6nemli farkliliklar bulundu.
Selektif agonistler ve a ve B reseptor antagonistleri kullanilarak, besi hindilerinin ince ve kalin bagirsak diiz kaslarinda daha

fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Adrenerjik reseptdr, Besi hindisi, ince ve kalin bagirsaklar, Noradrenalin, Tunika muskularis.

EMuhamed KATICA
University of Sarajevo, Veterinary Faculty, Department of Pathophysiology, BOSNiA AND HERZEGOVINA.
e-mail: muhamed.katica@vfs.unsa.ba
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INTRODUCTION

T

partially

he production of noradrenaline originates in
part from the core of the adrenal gland, and is
released as a neurotransmitter from
threads (1-4). Unlike

representative

adrenergic
the

catecholamines, noradrenaline has 5 to 10 times less

postganglial

adrenaline, principal of
metabolic action (4,5).

It is a non-selective agonist and acts on the
target cells through specific adrenergic receptors
located on the CNS cell surface and in almost all
peripheral tissues, and thus leads to blood vessel
contraction in the body, increased cardiac muscle
activity, relaxation of the smooth musculature of the
stomach and bowels, dilation of pupils etc. (4,6,7).

In the smooth muscles of rumen of small and
large ruminants in terms of distribution of adrenergic
receptors, there were contrasting results depending
on whether studies were conducted under in vivo or
in vitro conditions. In small ruminants, specifically in
sheep, the presence of adrenergic receptors in the
smooth muscles of rumen was significantly higher
than in comparison to cattle, where studies found
receptors only in traces. Especially low levels of
adrenergic receptor representation were found in
the smooth muscles of dorsal and ventral bag of
rumen (7,8).

Many studies have confirmed the presence,
role and influence of various physiologically and
pharmacologically active substances such as
acetylcholine, catecholamines, histamine, serotonin,
enkephalin, some prostaglandins and so on, which
have the role of neurotransmitters or autacoids in
digestive systems of humans and most animals. They
greatly affect the motility and secretion in this part of
the organism, and therefore participate in the
normal maintenance of its function. In some animals
this role is more known than it is in others (4,8,9).

Both adrenoreceptor types (a and fB) are
represented in different proportions in the
gastrointestinal system of domestic animals, where
they participate in

secretion (10,11).

regulation of motorics and

Inadequate knowledge of representation and
role of these substances in the functioning of
digestive tract in domesticated poultry, especially
turkeys, has led us to try to illuminate their role in
this type of animal. In accordance with the
aforementioned, the aim of the study was to
determine the possible presence of adrenergic
receptors in the smooth musculature of small and
large intestines of heavy hybrid turkey, using
different concentrations of non-selective adrenergic
under in vitro

receptor agonist, noradrenaline,

conditions.
MATERIALS and METHODS
Experimental Animals

The research was carried out on 24 fattening
turkeys, heavy hybrid BIG BUT 600 (British United
Turkey). All the individuals used in this research came
from the same parental flock.

Fattening turkeys were of a body weight
between 7 and 10 kg, and of the age of 91 to 125
days. Breeding turkeys were transferred to the local
poultry slaughterhouse, where they were druged and
had their neck veins transected in accordance with
the regulations in force.

After the animals were sacrificed, parts of small
and large intestines were taken; i.e. the duodenum,
jejunum, ileum, cecum and column strips of 5 cm in
size. They were then immersed in a freshly prepared
Krebs solution and transferred to a laboratory for
isolated organs. The tissue strips were taken to the
procedure at farthest 20 minutes after the animal
was sacrificed. Small and large intestines were
cleansed of fatty and connective tissue, followed by
a preparation of circular and longitudinal strip (2 cm
in length and a width of about 3-4 mm) and placed in
an isolated organ bathroom with a volume of 10 ml.

In order for conditions to be as close as possible,
4 strips were used simultaneously. The strips were
placed in two 2-chamber baths for isolated organs of

avolume of 10 ml, made by, Ugo Basile”, Italy, where
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freshly prepared Krebs solution was found. Such
suspended strips were aerated in Krebs' solution with
a mixture of oxygen and carbon dioxide (95 % Oz and
5% CO2) at a constant temperature of 41° C. In 1 hour
adaptation time and 2 -gram loading period, the
comics were rinsed every fifteen minutes. Movement
registration was performed on a single-channel
printers of isometric transducers, made by ,Ugo
Basile”, Italy. Vitality of the strips was verified by
adding acetylcholine at a concentration of 10° M at
the beginning and/or the end of the experiment.
After  the

hydrogentartarate was used, the non-selective

solution  of  noradrenaline
agonist was added to the bath of a volume of 10 ml
using an insulin syringe to achieve sufficient
concentrations (107-10% M). The solution of
noradrenaline hydrogentartarate was then washed
after one minute. The period between the individual
applications lasted for about 20 minutes. For
statistical data processing, researching a single

substance was repeated at least six times.

Substances and Solutions Used

The following substances were used in the
study: Krebs solution (mM): NaCl 118.4; KCl 4.7; CaClx
2.5; MgS041.2; NaHCO325; KH2PO4 1.2 i glukoza 11.5
(pH 7.3 - 7.4), acetylcholine chloride (a solution that

the viability of the strips was tested with), 2-
(Acetyloxy)-N,N,N-tri-methylethanaminum chloride
(F. Hoffmann-la Roche & Co. Ltd. Basle Switzerland)
and noradrenaline hydrogentartarate (non-selective
(R)-4-(2-Amino-1-hydroxyethyl)-1.2-
benzenediol (Sigma-Aldrich, Germany). All the

agonist),

substances used in the experiment were dissolved in

distilled water.

Statistical Analysis

The results were processed in the Minitab 14°®
(12). Two-factor variance analysis (ANOVA Two-way)
was used with a post hoc Tukey test to detect the

significance of differences between group pairs.

RESULTS

Results of the effects of noradrenaline on smooth
musculature of duodenum

By applying the concentration of noradrenaline
(107 -10% M) to the longitudinal and circular
muscular layers of duodenum, no reaction was
found, but at higher concentrations of 10° - 10* M,
both muscular layers were less responsive in terms of
relaxation, with longitudinal layer being slightly more
sensitive, as can be seen in Figure 1. (A) and (B), as

well as in Table 1.

Legend: / 3

A - different concentracions of noradrenaline |
¥ - rinse moment
® - acetylcholine application l

B .
| 1 Legend:
\ A - different concentracions of noradrenalin
¥ - rinse moment
] ® - acetylcholine application
f ) < - B
|
~5- _JJ(‘—,-*.:‘ 5 'S —ay, -} =
A | th
e 4 Al At al P

Figure 1. The application of noadrenaline at different concentrations (A 107- 10%) to the longitudinal (A) and
circular (B) muscular layer of duodenum of a fattening turkey.
Sekil 1. Besi hindi duedonum longitudinal (A) ve sirkiler (B) kas tabakasina farkli konsantrasyonlarda noradrenalin

(A 10-7 - 10-4) uygulamasi.
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Results of the effect of noradrenaline on the smooth
musculature of jejunum.

From Figure 2. (A) and (B), as well as from Table
1., it can be seen that the circular layer of jejunum

was less responsive to different concentrations of

noradrenaline in comparison to the longitudinal

concentrations of

layer. By applying higher
noradrenaline 10° - 10% M, greater relaxation

occurred in the longitudinal layer.

Legend:
A - different concentracions of noradrenaline
¥ - rinse moment /
® - acetylcholine application |
|
|
| \ |
1 4
\
\
A - + A 3 A ¢ . 4

B
| J Legend:
| A - different concentracions of noradrenaline
/ | ¥ - rinse moment
,‘ l ® - acetylcholine application
| L -
/
/ | |
| a— l
v \ \ .
\ \
. . AV A A A

Figure 2. The application of noradrenaline at different concentrations (A 107 - 10*) to the longitudinal (A) and

circular (B) muscular layer of jejunum of a fattening turkey.
Sekil 2. Besi hindi jejenum longitudinal (A) ve sirkiler (B) kas tabakasina farkli konsantrasyonlarda noradrenalin

(A 10-7 - 10-4) uygulamasi.

Results of the effects of noradrenaline on the
smooth musculature of ileum.

Both muscular layers of ileum react similarly in

parts. The circular layer reacted with weaker
reactions, while the longitudinal layer at the highest
concentration of 10® M reached the maximum

response, as shown in Figure 3. (A), as well as in Table

terms of relaxation at different concentrations of 1.
noradrenaline, as well as in other small intestine
A B
f
Legend: /f
i ! Legend:

A - different concentracions of noradrenaline

¥ - rinse moment
® - acetylcholine application
|

A - different concentracions of noradrenaline
¥ - rinse moment
® - acetylcholine application

Figure 3. The application of noradrenaline at different concentrations (A 107 - 10*) to the longitudinal (A) and

circular (B) muscular layer of ileum of a fattening turkey.
Sekil 3. Besi hindi ileum longitudinal (A) ve sirkiler (B) kas tabakasina farkl konsantrasyonlarda noradrenalin ( A

10-7 - 10-4) uygulamasi.
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Results of the effects of noradrenaline on smooth
musculature of cecum

By applying different concentrations of
noradrenaline to the muscular layer of cecum, Figure
4. (A) and (B), as well as Table 1. show uniform

reactions of both muscular layers in terms of

relaxation. In the muscular part of cecum,
longitudinal layer had more intense responses at
higher concentrations of 10° - 10* M, unlike the
circular layer which did not give a response to the

noradrenaline of 107 - 10 M.

Legend: J
A - different concentracions of noradrenaline
¥ - rinse moment

‘ ® - acetylcholine application

Legend: /
A - different concentracions of noradrenaline

¥ - rinse moment

® - acetylcholine application

Figure 4. The application of noradrenaline at different concentrations (A 107 - 10%) to the longitudinal (A) and
circular (B) muscular layer of cecum of a fattening turkey.
Sekil 4. Besi hindi ¢ekum longitudinal (A) ve sirkiler (B) kas tabakasina farkli konsantrasyonlarda noradrenalin

(A 10-7 - 10-4) uygulamasi.

Results of the effects of noradrenaline on the
smooth musculature of colon

In Figure 5. (A) and (B), as well as in Table 1., it

can be seen that both muscular layers of colon did

not respond to the concentration of noradrenaline
107 -10° M. At higher concentrations of 10° - 104 M
both the circular and longitudinal layers reacted

equally in terms of relaxation.

Legend: J 3
A - different concentracions of noradrenaline
¥ - rinse moment

@ - acetylcholine application

‘ Legend: ]
A - different concentracions of noradrenaline |
¥ - rinse moment
@ - acetylcholine application ‘

Figure 5. The application of noradrenaline at different concentrations (A 107 - 10) to the longitudinal (A) and
circular (B) muscular layer of colon of a fattening turkey.
Sekil 5. Besi hindi kolon longitudinal (A) ve sirkiler (B) kas tabakasina farkl konsantrasyonlarda noradrenalin ( A

10-7 - 10-4) uygulamasi.
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Table 1. Mean values (%) of different concentrations of noradrenaline compared to the maximum response (100%), as well as P< of small intestines of fattening turkeys.
Tablo 1. Farkli noradrenalin konsantrasyonlarinin ortalama degerlerine (%) gore maksimum yanitin (%100) ve ayni zamanda besi hindilerinin ince bagirsaklarinin
P<'lerinin karsilagtiriimasi

Duodenum Jejunum lleum Ceacum Colon p<
o
c
8
Circ Long D Circ Long D Circ D Long Circ Long Circ Long Int.  musc Int. x
layer layer layer layer layer layer layer layer layer layer musc

10-7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00 22.00 0.21 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.001 0.001 0.001

10-6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 28.00 1.58 20.00 2.37 40.00 0.70 0.00 0.00 33.33 2.58 0.00 0.00 0.00 0.00 0.001 0.001 0.001

10-5 6.66 1.22 66.66 2.09 33.33 1.67 40.00 1.58 43.33 2.75 66.66 3.72 30.00 0.79 40.00 0.70 46.66 2.53 40.00 0.03 0.001 0.001 0.001

10-4 26.66 191 76.66 2.54 41.33 1.48 70.00 0.50 60.00 1.76 100.0 0,00 53.33 0.80 66.66 2.34 56.66 1.04 60.00 0.91 0.001 0.001 0.001

SD - Standard deviation; Circ layer- Circular layer; Long layer - Longitudinal layer; Int. - Intestine; musc- T. muscularis.
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DISCUSSION and CONCLUSSION

The
artificial) or adrenergic drugs in the body can occur

effects of catecholamines (natural,

due to direct action on adrenergic receptors or

indirectly by stimulating the release of
catecholamines from adrenergic neurons.
Catecholamines and other medicinal substances

their effects on digestive tract achieve by acting on
adrenergic a and {3 receptors (13-15).

The primary task of this study was to investigate
direct action on adrenoreceptors while the indirect
mechanisms of catecholamine action were not
considered.

In the original, scanned readouts, clearly
established are reactions of both layers of tunica
muscularis, in terms of relaxation, indicating the
apparent presence of adrenergic receptors in small
and large intestines of the heavy hybrid turkeys of
the BIG BUT 600 origin. The obtained results showed
that tested tissue did not react at the noradrenaline
of 107 M, in the
longitudinal layer of tunica muscularis ileum. With

the

concentration level except

increasing noradreanaline concentrations,
effects of relaxation were more pronounced. The
of  noradrenaline

concentration significantly

influenced its effect on smooth musculature
irrespective of the intestinal part and the muscular
layer.

In addition to the above, the analysis of the
effect differs

depending on the intestinal part and that its effect is

of noradrenaline significantly
significantly different in different layers of tunica
muscularis. The recorded interaction between the
intestinal part and the muscular layer was also
significant.

The effect of noradrenaline on the longitudinal
layer was stronger than the effect on the circular
layer of tunica muscularis, irrespective of the
concentration and part of the intestine. The same
effect was also present when the parts of the bowels
were observed individually, except for the colon
where the effect on circular musculature was slightly

more pronounced. The effect of noradrenaline

significantly differed in different parts of the small
intestine, irrespective of the concentration and the
muscular layer, and was significantly more
pronounced in the musculature of the ileum than in
the other parts of the intestine.

The effect of noradrenaline on circular
musculature was different depending on the part of
the intestine, regardless of the concentration. The
weakest effect was found in duodenum, and the
strongest in ileum.

The results of the research correspond to
similar research, Katica (9) where measured were the
effects of other types of synthetic catecholamines
(adrenaline) on the smooth musculature of small and
large intestines of fattening turkeys. Maximum
relaxation occurred in the longitudinal layer of ileum
at 10 M adrenaline concentration, which is fully
compatible with the maximum relaxation of this
study with the concentration of noradrenaline at 10
4 M. Since noradrenaline has several times weaker
metabolic activity than adrenaline (4,5), there is a
clear difference in the efficacy of adrenaline and
noradrenaline concentrations.

The differences between these two studies are
manifested in different effects on smooth
musculature when using different concentrations of
noradrenaline and adrenaline. The effects of
adrenaline in some segments of the small intestinal
tract (concentration of 10°® M) (9) had the same or
greater effect in comparison to the noradrenaline
(concentration of 10* M) in this study.

Likewise, comparing to other similar research,
such as Mujezinovi¢ (4), a partial correlation was
found between the presence of adrenergic receptors
in circular and longitudinal layers of tunica muscularis
in small intestine of heavy hybrid turkeys and
broilers. According to Mujezinovi¢ (4), different
concentrations of noradrenaline (107 - 10* M) did
not produce any effects in the circular layer of tunica
muscularis of duodenum, jejunum and ileum of the
broilers, indicating the absence of adrenergic
receptors in that part of the smooth musculature. In

this study, it was established that the concentrations
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of noradrenaline (10 - 10 M) in the same tissues of
fattening turkeys produced effects of less relaxation
indicating dose and response immutability (the so-
called dose-response link), or presence of adrenergic
receptors. By analyzing the results in the longitudinal
layer of the small intestine of fattening turkeys and
broilers, it was established that the results obtained
were fully compatible, just like the maximum
response (relaxation), indicating the most sensitive
part; longitudinal layer of smooth musculature of
ileum, or the place of the highest representation of
the examined receptors in both species of tested
animals.

The results of the research on the distribution
of adrenergic receptors in large intestine (ceacum) of
fattening turkeys are consistent with similar
research, Katica (10).

In conclusion, it could be stated that research
established a presence of adrenergic receptors
within the smooth musculature of the small and large
intestines of fattening turkeys, the provenance (BIG
BUT 600). Further, more precise research with the
use of selective agonists and a and B receptor
antagonists is necessary. More precise information
on the presence of a and B receptors in this part of
tubus alimentarius could ultimately be the basis for
potential introduction of new, more effective drugs
in the treatment of impaired bowel function in

turkeys.
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Diyetsel Vitamin E ve Organik Selenyumun Yumurta Tavugu dokularindaki

Bazi Biyoelement Diizeyleri Uzerine Etkileri

Ozet: Bu calisma, diyetsel vitamini E (a-tokoferol asetat), organik selenyum (selenomethionine) ve bunlarin
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INTRODUCTION

B

synthesis in organism, hormone production, and

ioelements play a role in many important

physiological functions such as vitamin
enzyme activity, regulation of cell osmotic pressure,
tissue synthesis, energy production and growth (1,2).
The levels of minerals in the body are affected by
stress levels, species, race, age, gender, age of
somatic development, pregnancy, lactation, disease,
chemical form, interaction with other nutrients,
(3,4).

Bioelements increase resistance to diseases in living

rational quantities and other minerals
beings and deficiencies and excesses cause serious
health problems (5,6). Selenium is the cofactor of
many enzymes that play a role, especially glutathione
peroxidase, functions of nucleic acids, synthesis of
prostaglandins and metabolism of essential fatty
acids and an antioxidant that nerves the immune
system of hens and protects the membranes (7-12).
The amount of Se in vegetable and animal products
shows a wide variation and the amount of Se in
plants is influenced by the amount of selenium in the
feed sources used while the amount of Se in animal
foods is influenced by the amount of selenium in the
animal sources (13). Functions of vitamin E in the
body; preventing free radicals from entering the cell
membrane and acquiring DNA management
therefrom, providing lipid peroxidation (7,14), by
decreasing the oxidation of vitamin A and carotene,
to protect the biological systems in the body and to
reduce the loss of Ca in the bone caused by oxidizing
agents (15). Vitamin E has an increasingly important
role in increasing biological antioxidant and
reproductive power in the poultry diet, increasing
resistance to infectious mechanisms, resistance to
infectious and metabolic diseases, increased meat
quality, meat colour effect and shelf life (16). Urso et
al. (17) reported that hatchability of the eggs of
breeders fed with diet inluding 120 mg vitamin E/kg
feed was higher than those fed with diet containing
30 mg vitamin E/kg of feed. Most of the earlier
studies that vitamin  E

report dietary

supplementation of a balanced poultry ration

significantly  supports reproductive functions,

including semen volume, sperm concentration,
sperm viability, sperm motility, and sperm capacity,
in avian species (14,18). The vitamin E is getting
substantial interest in poultry nutrition due to its key-
role as a dietary antioxidant to prevent oxidative
stress (19). Vitamin E is a well-documented fat-
soluble antioxidant and has been shown to inhibit
free radical-induced damage to sensitive cell
membranes (14,20). Vitamin E is supplemented to
the diet to maintain and enhance performance in
layers, broilers, broiler breeders, and turkey (21,22).
The results obtained from the earlier studies varied
depending upon the level and duration of feeding
diets supplemented with vitamin E, genetic stocks,
age, assessment criteria and stress conditions
(20,21). The aim of this study was to investigate the
effects of vitamin E, organic selenium and their
combination added into diets of laying hens on the

bioelement levels of different tissues.

MATERIALS and METHODS

The Research Animal Ethic Committee of
Atatiirk University approved all procedures under
this experimental protocol (dated 31.07.2017 and
numbered 36643897-128). A total of 96 White
Lohman hens aged 24 weeks were randomly assigned
to one of the four experimental diets for a periods of
12 weeks (n=24). Within a given group, 6 subgroups
of 4 hens each were constituted and hens were
housed in 50x46x46 cm3cages. Hens of the group-|
served as control and received the basal diet (2770
kcal/kg ME and 17% crude protein). Whereas other
groups (T-Il, T-lll, T-IV) were fed with 3 different
rations consisting of basal diet + 250 mg/kg vitamin E
(Vit-E, a-tocopherol acetate) (trial-Il), basal diet + 0.9
mg/kg selenium (selenomethionine) (Trial-Ill) and
basal diet + 250 mg/kg Vit-E + 0.9 mg/kg Se (Trial-1V),
respectively. Experiment lasted for 12 weeks. Diet

and water were provided as ad libitum (Table I). At
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the end of the study, 12 hens from each group were
sacrificed and aforementioned tissues were collected
and stored at -20 2C until analyzes. In tissue samples,
bioelement levels were analyzed by ICP-MS (Perkin-
Elmer, Optima 2100 DV, ICP / OES, Shelton, CT 06484-
4794, USA). Data obtained from the experiment were

analyzed using the SPSS Statistics 17.0 program.
Statistical significance and significance levels were
determined by the "One-way analysis of variance
(ANOVA)" and P<0.05 was
significant. Duncan test was applied for multiple

test, considered

comparisons.

Table 1. Ingredients and nutrient levels of the rations used in the experiment.
Tablo 1. Arastirmada kullanilan rasyonlarin besin madde kompozisyonlari ve bilesimleri.

Raw Materials

Vitamin E and Se (mg / kg)

Control Trial-l Trial-Il Trial-Ill
Vitamin E (a-tocopherol acetate) (mg/kg) - 250 - 250
Selenium (mg/kg) (selenomethionine) 0,9 0,9
Wheat Bran 8.00 8.00 8.00 8.00
Corn 51.81 51.81 51.81 51.81
Soybean Meal 17.13 17.13 17.13 17.13
Full Fat Soy 1.65 1.65 1.65 1.65
Sunflower Meal 7.50 7.50 7.50 7.50
Corn Gluten 2.04 2.04 2.04 2.04
Soybean Qil 1.60 1.60 1.60 1.60
Ground Limestone 6.82 6.82 6.82 6.82
Salt 0.30 0.30 0.30 0.30
DCP (Dicalcium Phosphate) 2.65 2.65 2.65 2.65
Methionine 0.15 0.15 0.15 0.15
Lisin 0.10 0.10 0.10 0.10
Vitamin-Mineral Mixture? 0.25 0.25 0.25 0.25

Calculated Values (on dry matter basis)

Metabolic Energy(Kcal/kg feed) 2770 2770 2770 2770
Crude Protein (%) 17.00 17.00 17.00 17.00

?: Each kg mineral-vitamin premix contained: vitamin A, 5,500 1U; vitamin D3, 1,100 IU; vitamin E, 10 IU; riboflavin, 4.4 mg; vitamin B1z, 12 mg; nikotinik acit, 44 mg; menadione, 1.1 mg;
biotin, 0.11 mg; tiyamin, 2.2 mg; ve ethoxyquin, 125 mg, Mn, 120 mg; Zn, 100 mg; Fe, 60 mg; Cu, 10 mg; Se, 0.17 mg; |, 0.46 mg; ve Ca, 150-180 mg.

RESULTS

The results related to mineral concentrations of
liver, kidney, heart, breast, tibia and feather tissues
of laying hens fed with diets including vitamin E, Se
or their combination were presented in Table II,
Table Ill and Table IV. The mineral concentrations
except for Ca and Mg in the tissues of the
experimental groups compared to the control group
were statistically different (P<0.05). Whereas the Ca

and Mg concentrations in all groups were not
affected by the treatment. Both selenium and
vitamin E supplementation significantly increased Se
concentrations in aforesaid tissues. Also, dietary
selenium and vitamin E supplementation significantly
increased Zn and Fe concentrations in all of the
tissues. Both dietary organic selenium and vitamin E
Cu

concentrations in all studied tissues of experimental

supplementation  significantly  decreased

groups when compared to control group.
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Table 2. Effect of vitamin E and selenium supplement on Se, Cu, Zn, Fe, Ca and Mg levels of liver and kidney

tissues of laying hens.

Tablo 2. Vitamin E ve selenyum ilavesinin yumurtaci tavuklarin karaciger ve bébrek dokularinda Se, Cu, Zn, Fe,
Ca ve Mg diizeylerine etkisi.

Liver Tissue (n=12)

Kidney Tissue (n=12)

Groups co Tl Il -1l co T T-II Tl SEM P
Se (ppm) 2679 36.2° 42.8° 40.8° 143 16.8° 5242 40.7° 2.98 *
Cu (ppm) 16.5°  14.5° 13.8° 13.7°  2.43® 146> 1.50° 158  3.02 *
Zn (ppm) 245.8° 255.7° 285.0° 275.0° 31.3° 35.8° 445 432° 380 *
Fe (ppm) 105.7° 124.3° 126.8*® 127.2° 76.8° 86.8° 86.2° 87.9° 185 *
Ca (mg/g) 11.7 11.6 11.8 11.9 159 149 153 155 025 NS
Mg (mg/g) 326 31.7 323 324 339 317 355 336 85 NS

CO (control): Basal diet, T-I (Trial-1): Basal diet + 250 mg/kg Vit-E, T-Il (Trial-Il): Basal diet + 0.9 mg/kg Se, T-lll (Trial-lll): Basal diet + 250 mg/kg Vit-E + 0.9 mg/kg Se,* > *: Different superscripts
in each row shows the significant difference between the groups *P<0.05, NS: Not significant. Se (selenyum), Cu (bakir), Zn (ginko), Fe (Demir), Ca (kalsiyum), Mg (magnezyum).

TABLE 3. Effect of vitamin E and selenium supplement on Se, Cu, Zn, Fe, Ca and Mg levels of heart and breast

tissues of laying hens.

Tablo 3. Vitamin E ve selenyum ilavesinin yumurtaci tavuklarin kalp ve g6giis dokularinda Se, Cu, Zn, Fe, Ca ve

Mg dizeylerine etkisi.

Heart Tissue (n=12)

Breast Tissue (n=12)

Groups co Tl T-II -1l co Tl T-II Tl SEM P
Se (ppm) 14.6¢ 21.9° 44.4° 42.6° 3.50° 4.02° 565 4.70° 3.1 *
Cu (ppm) 2.23° 166° 1.60° 168 227° 17.1° 15.0° 16.2°  0.15 *
Zn (ppm) 21.3°  22.6° 245  232° 123¢  133¢  150°  143®  0.46 *
Fe (ppm) 76.8° 86.8°  86.2°  86.9° 116°  125°  140°  127°  1.54 *
Ca (mg/g) 159 149 15.3 156 119 117 11.8 117 093 NS
Mg (mg/g) 331  3.17 3.55 336 235 229 231 226 049 NS

CO (control): Basal diet, T-I (Trial-l): Basal diet + 250 mg/kg Vit-E, T-ll (Trial-1l): Basal diet + 0.9 mg/kg Se, T-lll (Trial-1l1): Basal diet + 250 mg/kg Vit-E + 0.9 mg/kg Se, *>¢: Different superscripts
in each row shows the significant difference between the groups *P<0.05, NS: Not significant. Se (selenyum), Cu (bakir), Zn (ginko), Fe (Demir), Ca (kalsiyum), Mg (magnezyum).

Table 4. Effect of vitamin E and organic selenium supplement on Se, Cu, Zn, Fe, Ca and Mg levels of tibia and
feather tissues of laying hens.

Tablo 4. Vitamin E ve selenyum ilavesinin yumurtaci tavuklarin tibia ve tiiy dokularinda Se, Cu, Zn, Fe, Ca ve Mg

diizeylerine etkisi.

Tibia Tissue (n=12)

Feather Tissue (n=12)

Groups co T-I T-Il -1l co T-I T-Il -1l SEM p
Se (ppm) 0.71¢ 1.14° 536° 536° 0.50¢ 1.02° 546° 2.20° 0.13 *
Cu (ppm) 38.0° 30.3% 25.8° 25.8° 367% 2.19° 1.04°  2.25° 0.28 *
Zn (ppm) 225¢ 235° 247° 247@  22.8° 27.8° 31.9* 3009° 0.08 *
Fe (ppm) 260° 275" 285° 2852 56.6° 67.2°  73.9%  68.7° 0.90 *
Ca (mg/g) 11.7 11.6 11.6 11.6 4.9 4.77 4.75 4.67 0.28 NS
Mg (mg/g) 7.25 7.33 7.40 7.37 7.54 7.33 7.10 7.42 2.35 NS

CO (control): Basal diet, T-I (Trial-l): Basal diet + 250 mg/kg Vit-E, T-ll (Trial-1l): Basal diet + 0.9 mg/kg Se, T-Ill (Trial-11): Basal diet + 250 mg/kg Vit-E + 0.9 mg/kg Se, *>¢: Different superscripts
in each row shows the significant difference between the groups *P<0.05, NS: Not significant. Se (selenyum), Cu (bakir), Zn (ginko), Fe (Demir), Ca (kalsiyum), Mg (magnezyum).

DISCUSSION and CONCLUSION

The selenium’s antioxidant properties, high

biocompatibility, accumulation rates in tissues and

low toxicity have made it more advantageous to use

as organic selenium (selenomethionine) (22-24). The

findings about mineral concentrations of liver,

kidney, heart, breast, tibia and feather tissues of

laying hens fed with diets including vitamin E, Se or

their combination were given in Table 2, Table 3 and

Table 4. In this study, Ca and Mg concentrations of
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liver, kidney, heart, breast, tibia and feather were not
affected by dietary treatment and remained

relatively similar in all groups. Because the
metabolisms of macro-minerals such as Ca and P are
like PTH,

calcitonin and vit-Ds (25). Whereas both selenium

regulated by hormonal metabolism

and vitamin E supplementation increased Se

concentration in experimental groups when
compared with control group. Specially vitamin E
supplementation into the diet markedly increased Se
concentration in tissues of treatment groups. Some
authors reported that vitamin E supplementation
into diets of laying hens and broiler promoted Se
concentration in some tissues. Vitamin E has the
effect of saving Se and this effect may be related to
vitamin E achieving the effect of elevating Se
concentrations by providing less use of glutathione
peroxidase by primarily inhibiting lipid peroxidation
in cells membrane from free radicals and oxidative
damage. Also it is well known that vitamin E has
vanguard antioxidant effect that protects cells
membrane from free radicals by primarily inhibiting
lipid peroxidation (26,27). These results were in
agreement with previous studies (28-32) conducted
on laying hens, broilers and rats. Bou et al. (28)
studied the effects of different levels of Se and a Zn
supplementation into diets of hens and determined
a significant increase of Se concentration in tissues
with the addition of both minerals. Dagdas et al. (29)
reported that different levels of seleno-methionine
(0, 0.25, 0.50 and 1.0 mg/kg) and Vit-E (0, 200, 400
1U/kg) diets
significantly increased the serum and pancreatic Se
(30) that Se

concentrations of liver and egg yolk were elevated in

supplementation into  broiler

concentration.  Surai reported
hens fed on diets supplemented with organic Se and
vitamin E. Also Pan et al. (31) and Petrovic et al. (32)
noted that the additions of organic Se (0, 0.2, 0.50
and 1.0 mg/kg) to laying hen diets significantly
increased Se concentrations in liver, kidney, spleen,
heart and breast muscles. At the same time diets
including both Se and vitamin E significantly

increased Zn and Fe concentrations and decreased

Cu concentration in all tissues. In present study, Se
and vitamin E significantly increased Zn and Fe
This

decrease in Cu concentration. Some researchers (33-

concentrations. increase may cause to a
39) reported that there was a negative relationship
not only between Zn and Cu both also Fe and Cu.
Sahin et al. (33,34,35), noted that there was an
inverse relationship between copper and vitamin E in
liver. Also, Ozcelik et al. (36), Skrivanov et al. (37,38)
(39) that

supplementation in poultry diets showed a negative

and  Spears observed copper
relationship not only between Cu and Zn but also Cu
and Fe in tissues. It has been reported that the
negative relationship among minerals in the tissues is
due to the fact that the minerals form insoluble
complexes in the digestive system among themselves
(38). These results were in agreement with findings
of Harsini (40) who expressed that vitamin E and Se
addition to broiler diets significantly increased serum
but decreased Cu
(41) noted an

increase in hepatic Cu concentration in the absence

Se and Fe concentrations
concentrations. Kotyzoxa et al.
of long-term Se in rats. Pappas et al. (42) found that
organic Se added into diets had a positive effect on
Se in blood, chest and liver specimens, and positively
correlated with Zn, Cu and Fe levels. A positive
correlation between Se-Zn in present study is
consistent with finding of some researchers (28,42).
This positive Se-Zn correlation may be attributed to
metallothionein-induced synthesis by Zn and other
cations (43). In general, Results from present study
indicate that the addition of organic selenium and
vitamin E to the diets of laying hens significantly
increased the concentration of selenium in poultry
products, and the products of these animals being
important in terms of Se source for human showed
that had Se

Supplementing dietary vitamin E and Se have such

vitamin E saving properties.
beneficial effects when trace elements were carefully

used in poultry diets. Because deficiency or
supplementation of one of them may alter their
balance and trigger antagonistic or synergistic

effects, alteration of trace element balance may
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effect the antioxidant defense system. In addition,

several trace elements (Se, Fe, Cu and Zn) are integral

part of various antioxidant enzymes.

In Conclusion, organic selenium and vitamin E,

consideration of antagonist and synergistic effects of

bioelement levels changes in tissues and increasing

the quality of animal products and extending the

shelf life, it is suggested to add laying hens rations

alone and in combination.
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Absract: Maedi-visna (MV) and Caprine Arthritis-Encephalitis (CAE) are economically important viral diseases that infect

sheep and goats. The aim of this study is to determine the seroprevalence of MVV and CAEV on sheep and goats raised in
Siirt region by using the ELISA method. Blood samples were collected to non-anticoagulant tubes from the jugular veins of a
population of 465 small ruminants consisting of 182 sheep and 283 goats selected from different districts of Siirt Province.
The samples were centrifuged for 10 minutes at 3000 rpm and the serum were transferred to Eppendorf tubes, which were
stored at -20°C until further analysis. Commercial kits (IDEXX MVV / CAEV p28 Ab screening, IDEXX, USA) were used for the
detection of Anti-MVV/CAEV antibodies. All samples were found to be seronegative in terms of Anti-MVV/CAEV antibodies.
As a result of this study conducted in the Siirt province, MVV and CAEV infections were not detected in the studied population.
Given that the infections exist with varying seroprevalence levels in different regions of Turkey, however, it might be

worthwhile to investigate the infection status in Siirt province by including larger herds in future studies.

Keywords: Caprine arthritis encephalitis, ELISA, Maedi-visna, Sheep-Goat, Siirt.

Siirt ili Koyun ve Kegilerinde Maedi-Visna ve Caprine Arthritis Encephalitis
Seroprevalasinin Arastirilmasi

Oz: Maedi-visna (MV) ve Caprine Arthritis-Encephalitis (CAE) koyun ve kegileri etkileyen, nemli ekonomik kayiplara neden
olan viral bir hastaliktir. Bu ¢alismanin amaci Siirt ilinde yetistirilen koyun ve kecilerde Maedi-visna ve Caprine Arthritis-
Encephalitis seroprevalansinin ELISA yodntemiyle belirlemektir. Calismanin materyalini Siirt ilinin farkli lokalitelerinde
yetistirilen 182 koyun ve 283 kegi olmak Uzere toplam 465 kiglik ruminant olusturdu. Hayvanlarin vena jugularisinden
anticoagulansiz tlplere alinan kan 6rnekleri 3000 devirde 10 dakika santrifiij edildikten sonra ependorf tiiplerine aktarildi ve
analiz yapilincaya kadar -20 oC de muhafaza edildi. Anti-MVV/CAEV antikorlarinin tespiti icin ticari kit (IDEXX MVV / CAEV p28
Ab screening, IDEXX, USA) kulllanildi. Yapilan ¢alisma sonucunda tim o&rneklerin Anti-MVV/CAEV antikorlar yéniinden
seronegative oldugu tespit edildi. Sonug olarak, gergeklestirilen bu ¢alisma sonucunda Siirt ili sinirlari igerisinde MVV ve CAEV
enfeksiyonuna rastlaniimamistir. Ancak Tuirkiye'nin farkh yerlerinde degisen seroprevanslarda enfeksiyonun varliginin
bildirilmesi Siirt ilinde daha genis sirileri igine alacak sekilde hataligin durumunun arastiriimasinda fayda olacagini

disundirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Caprine arthritis encephalitis, ELISA, Koyun-Kegi, Maedi-visna, Siirt.
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INTRODUCTION
Maedi-visna (MV) and Caprine Arthritis- MATERIALS and METHODS

Encephalitis (CAE) are economically important Blood samples were collected to non-

viral diseases that infect sheep and goats. While
maedi-visna virus (MVV) is from the lentivirus genus
of retroviridae family and infects sheep, caprine
arthritis-encephalitis virus (CAEV) causes infection in
goats. These diseases are formed by lentiviruses
called Small Ruminant Lentiviruses (SRLV). The
lentiviral diseases cause significant economic losses
in sheep and goats raising animal husbandry
establishments. MVV in sheep and CAEV in goats stay
persistent throughout the lifetime despite the
humoral and cellularimmune response being present
(1-4). Studies in recent years have classified SRLV
group virusses in 5 genotypes, as A, B, C, D and E
genotypes. Genotype A has been divided into sub
types from Al to A13 and it includes classic MVV and
other SRLV variants. Genotype B (sub types are B1,
B2, and B3) includes classic CAEV strains (3). It is
reported that the disease can also be transmitted to
other animals via milk and colostrum (5,6).

While in most animals the disease course is
subclinical, incurable syndromes like dyspnea
(maedi) or neurologic symptoms (visna) can be
observed in some of them. The most significant
symptoms of the disease are interstitial pneumonia,
encephalitis, lymphadenopathy, arthritis, mastitis
and chronic loss of weight (1,7-10).

While it was reported to have been observed in
America first, in the following years CAEV was
reported in France, Australia, Spain, Germany,
England, Argentina, Iraq and Tunisia; while MVV was
reported in Italy, China, Canada and Spain (10,11).
Although no known effective medical treatment
exists for the disease, supportive care and the use of
antibiotics  against  secondary infection s
recommended (3).

The aim of this study is to determine the
seroprevalence of MVV and CAEV on sheep and goats

raised in Siirt region by using the ELISA method.

anticoagulant tubes from the jugular veins of a
population of 465 small ruminants consisting of 182
sheep and 283 goats selected from different districts
of Siirt province. The samples were centrifuged for 10
minutes at 3000 rpm and the sera were trasfferred to
Eppendorf tubes, which were stored at -20 °C until
further analysis. Commercial kits (IDEXX MVV / CAEV
p28 Ab screening, IDEXX, USA) were used for the
detection of Anti-MVV/CAEV antibodies.

The study was carried out with the ELISA
method and in accordance with the suggestions of
the producer company. The plates were measured at
450 nm to obtaining the optical density (OD) data,
the derived results calculated in

and were

accordance with the procedures.

Ethical Approval

Ethical approval for this study was obtained
from the Siirt University Local Ethics Committee for

Animal Experiments. (Approval Number: 2017-21)

RESULTS

In order to determine the MVV and CAEV
seroprevalence at sheep and goats in Siirt region, 465
small ruminants consisting of 182 sheep and 283
goats were examined with ELISA method, all of which
were found to be seronegative in terms of Anti-
MVV/CAEV antibodies.

DISCUSSION and CONCLUSION

MV and CAE have varying seroprevalence levels
in different areas of the wold, and it maybe possible
to diagnose them based on the available clinical,
pathological, and histopathological findings. Today,
however, there are serological methods used that
could reveal the presence of sub-clinical diseases,
(SN), Gel

Enzyme-Linked

such as serum neutralization
(AGID)
Immunosorbent Assay (ELISA) tests (12,13).

Agar

Immunodiffusion and
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Across the world, the seropositivity for disease
is reported as 82% in Australia (6), 36.5% in Brazil
(14), 73% in America (15), 4.3% in England (6), 49.5%
Norway (16), 2% in Switzerland (17).

A study conducted on sheep and goats raised in
Sanliurfa region of Turkey (11), reports that CAEV
seroprevalence was 6%, while MVV seroprevalence is
10%. In a study (18) conducted in Adana on Saanen
goats, CAEV seroprevalance was reported as 2.66%.
In another study in the same region (19), the
seroprevalance of CAEV infection was reported to be
6.8%. There is also a study (20) that was carried out
in eight provinces of Turkey, in which the researchers
report that MVV seroprevalence was 2.6%. A study
conducted in the Konya province reports MVV
seroprevalence as 2.9% (13).

One noteworthy study in terms of the similarity
of the results to our study is the one conducted in the
Hatay region (21), in which the researchers report
that they din not find out any seropositivity for MVV,
while they determined CAEV seroprevalence as
1.03% (22). In another research (23) carried out in the
vicinity of Afyonkarahisar province, the researchers
found the MVV seroprevalence as 5.7%, while
another study (24) in Kirikkale, reports MVV and
CAEV 7.5% 19.4%

respectively. In the study that carried out on goatsin

seroprevalences as and
different region of turkey, CAEV seroprevalance was
stated as 1.9% (25).

As a result of this study conducted in the Siirt
MVV and CAEV

detected in the studied population. Given that

province, infestions were not
infections exist with varying seroprevalence levels in
different regions of Turkey, However, it might be
worthwhile to investigate the infestion status in Siirt

province by including larger herds in future studies.
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Oz: Bu calisma, Van merkez ile Ozalp, Saray, Gevas ve Giirpinar ilgelerinde koyunlarda Fasciola hepatica tarafindan
olusturulan fasciolosis’in yayilisini tespit etmek amaciyla Ocak-Aralik 2009 tarihleri arasinda<2 yas grubu 110, 2-6 yas grubu
171 ve > 6 yas grubu 71 olmak tzere toplam 352 koyun zerinde yirGatulmistir. Alinan her diski ve kan 6rnegi, Benedek
sedimentasyon ve antikor ELISA yontemleri ile sirasiyla parazitin yumurtalari ve spesifik antikorlar yoninden incelenmistir.
Ornek alinan koyunlarin bulundugu bélge, numune alma tarihi, hayvanlarin yasi ve cinsiyeti kaydedilmistir. Arastirma
bolgelerinde koyunlarda Fasciola hepatica’nin digski bakisina gore prevalansi %15.63, seroprevalansi ise %49.43 olarak
saptanmistir. Enfekte hayvanlarda Benedek sedimentasyon ile diskida Fasciola hepatica’nin yumurtalari bulunmustur.
Fasciolosis seroprevalansi en yliksek (% 83.09) >6 yas grubunda goériilmis, bunu %46.19 ile 2-6 yas grubu ve %36.32 ile <2 yas
grubu izlemistir. Yas gruplari arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur (P<0.001 Chi-Square testine gore). Disi Koyunlarda
fasciolasis’in seroprevalansi %50.35, erkek koyunlarda ise %45.71 olarak belirlenmis ve bu farklilik istatistiksel agidan dnemli
bulunmamistir (P>0.001). Sonug olarak Fasciola hepatica Van ilindeki koyunlarinda tespit edilmistir. Bu paraziter
enfeksiyonun bolgedeki epidemiyolojisi ve kontroli igin daha da ileri calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: ELISA, Fasciolasis, Van, Prevalans, Koyun.

Seroprevalence of Fasciola hepatica in Sheep in the Province of Van and
Some Districts

Abstract: This study was carried out on 352 sheep 110 of which is below the age of 2, 171 is between 2-6 and 71 is above the
age of 6 to determine the prevalence of fasciolosis caused by Fasciola hepatica in sheep in the centre of Van and its districs
Ozalp, Saray, Gevas and Giirpinar between January and December 2009. All feces and blood samples were examined in the
point of the eggs of parasite in feces and specific antibodies, respectively by Benedek sedimentation and antibody ELISA
techniques. The origin of sheep, date of sample collection, age and sex of the sheep were recorded. In the research areas,
the coprological prevalence and seroprevalence of fasciolasis in sheep were determined as 15.63 % and 49.43%, respectively.
In the infected sheep, Fasciola hepatica were found by benedek sendimentation. The highest prevalence seroprevalence of
Fasciolosis was observed among the sheep above age of 6 (83.9 %) and followed by 2-6 age group (46.19%) and <2 age group
of sheep (36.32%). In the point of statistics, the difference between the age groups was significant (According to Chi-Square
testing P<0.001). The seroprevalence of fasciolasis was %50.35 among females and %45.71 among males which was not
accepted as a remarkable difference (P>0.001). As a result Fasciola hepatica was commonly detected in sheep in Van
province. Epidemiology and control of this parasitic infections in the region for further studies are needed.

Keywords: ELISA, Fasciolasis, Van, Prevalence, Sheep.
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GiRIS

F

gorilen paraziter bir hastaliktir. Her ne kadar koyun

asciolasis tim dinyada o6zellikle hayvanciligin

yaygin oldugu ulkelerde halen oldukga sik

ve sigirlarin hastaligi olarak tanimlanmakta ise de
insanlarda da sik olarak goriilmekte ve hiperendemik
oldugu bolgeler bulunmakta oldugu bildiriimektedir
(1,2,3,4).

Tirkiye, gerek iklimsel gerekse ekolojik faktorler
yoniinden Fasciola tirlerinin yayiligi icin uygun bir
tlke olarak goziikmektedir. Tirkiye’de simdiye kadar
Fasciola turlerinden vyalnizca F. hepatica ve F.
gigantica’nin varhg bildirilmistir (5,6,7). Van da
koyun, keci ve sigirlarda yapilan bir c¢alismada,
koyunlarda F. hepatica %78.7, F. gigantica %14.5, D.
dendriticum %80, kecilerde F. hepatica %62.8, F.
gigantica %4.1, D. dendriticum %85, sigirlarda ise F.
hepatica %40.1, F. gigantica %6.6, D. dendriticum
%80.6 oranlarnda tespit edilmistir (8). Van Belediye
mezbahanesinde kesilen 345 koyun, 115 kegi ve 145
sigir karacigeri Uzerinde F. gigantica’nin vyayiligi
%15.6’sinda,
%18.2’sinde, sigirlarin %25.2’sinde bu parazit tespit
edilmistir (9).

arastirllmis,  koyunlarin kegcilerin

Fasciolasis’in teshisi rutin olarak sedimentasyon
yontemi kullanilarak diskida parazitin yumurtalarinin
gorilmesi ile yapilimaktadir. Ancak bu durumda
parazitlerin ergin donemde olmadigi veya hastaligin
latent doénemlerde imkanini

seyrettigi teshis

zorlastirdigi bilinmektedir. Bunun igin son yillarda bu

enfeksiyonlari  teshis  edebilmek igin  rutin
parazitolojik yontemlerle birlikte serolojik
yontemlerde kullaniimaya baslamistir. Bu
yontemlerden o6zellikle ELISA (Enzyme Liked

Immunosorbent Assay), parazitin erken donemlerde
belirlenmesi, daha pratik ve siirii taramalarinda
kolaylikla uygulanabilir olmasi sebebiyle, ginimizde

daha c¢ok tercih edilmektedir.

Bu c¢alismanin amaci ELISA ve Benedek
sedimantasyon teknigi ile Van ve yoresini
koyunlarinda fasciolasis’in  prevalansini  tespit

edilerek, hastalik hakkinda epidemiyolojik verilerin

elde edilmesi, fasciolasis’in erken teshisi ve

kontroliinde 6nemli noktalari belirlemektedir.

MATERYAL ve METOT
Materyal Alinan Odaklar

Bu calisma Ocak-Aralik 2009 tarihleri arasinda
Van merkez ile Ozalp, Saray, Gevas ve Girpinar
(Ozalp Merkez, Ozalp Tepedam, Ozalp Kircal, Ozalp
Sagmali, Ozalp Semsettin, Van Merkez E.B.K, Saray
Beyaslan, Saray Cayirbagi, Saray Degirmigdl, Gevas
Merkez, Gurpinar Merkez ve Gurpinar Elagmaz)
ilcelerinde yulrGtalmustir Bu calisma icin kislar
ahirda yazlari merada beslenen tamami meraya
cikmis, rast gele usulle segilen, toplam 352 koyun

calismanin materyalini olusturmustur.

Diski Orneklerinin Toplanmasi

Koyunlarda digki alimindan 6énce hayvan sahibi
veya bakicilari tarafindan zaptirapt altina alindiktan
sonra her bir hayvanin rektumundan yaklasik 30-50
gr diski, diski posetlerine alinmistir. Posetler pedigri
bilgilerine gére numaralandirilarak tzerlerine ayrica
digki

laboratuara getirilerek

alma tarihleri yazilmistir. Alinan o&rnekler
incelenene kadar 4°C’de

muhafaza edilmistir.

Kan Ornekleri Toplanmasi

Diski  6rnegi alinan her bir hayvanin V.
jugularis’inden 5 ml kan steril serum tlplerine
alinmistir. Kayit numarasi verilen kan 6rnekleri
laboratuara getirildikten sonra teknigine uygun
olarak serumlari ¢ikarilmis ve ependorf tiplere
aktarilmistir. Serum 6rnekleri incelenene kadar -

20°C’de muhafaza edilmistir.

Diski Orneklerinin Muayenesi

Diski  6rneklerinin Benedek

sedimentasyon yontemi kullaniimistir.

incelenmesinde,
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Serum Orneklerinin incelenmesi

Serum o&rnekleri; ekskresyon-sekresyon (E/S)
antijenlerine karsi spesifik antikorlar yoniinden
Fasciola hepatica IgG ELISA kiti (EIA-4503) ile Fasciola
hepatica’nin spesifik antikorlarinin varhigi yoniinden

incelenmistir. Mikropleytler, test prosedirinden

sonra ELISA okuyucuya (Bio-Tek Instruments,
MicroQuant micropleyt reader) yerlestirildi ve 450
nm dalga boyunda okutulmustur. Elde edilen optik
dansite degerleri Uretici firmanin agiklamalarina gore
formilize edildi (QC data sheet) ve elde edilen
degerler dUretici firmanin agiklamalarina goére

degerlendirilmistir.

Tablo 1. Elde edilen Anticor titre degerleri tiretici firmanin aciklamalarina gore asa degerlendirilmistir.

Table 1. The obtained Anticor titre values were evaluated according to the company's explanations.

0 + ++

+++ ++++

Deger< 11 <Deger< 11-32

<Deger<

32-45 <Deger< 45-61 <Deger< 61

(Fasciola hepatica 1gG ELISA. DRG Instruments GmbH, Germany Divisioon of DRG International. Inc Frauenbergstr. 18, D-35039 Marburg).

istatistiksel Analiz

istatistiksel agidan koyunlarda fasciolasis’in
yayilisinda yas, cinsiyet ve bdlgenin x%: Chi-Square ve

Z testleri kullanilarak hesaplanmistir.

BULGULAR

Van merkez ve yoresini temsilen fasciolasis
yoniinden incelemesi yapilan koyunlarin yas, cinsiyet

ve yerlesim alanlarina Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Van ve yoresini temsilen muayene edilen koyunlarin yerlesim yerine, yasina ve cinsiyetine gére dagilimi.
Table 2. The distribution of the sheeps which are examined as representing Van and region according to

settlement place, age and sex.

Bakisi yapilan koyun sayisi

Yerlesim yeri Yas (yil) Cinsiyet
Toplam
<2 2-6 >6 Disi Erkek

Glrpinar Merkez 8 10 5 17 6 23
Glrpinar Elagmaz 6 9 8 20 3 23
Ozalp Merkez 7 15 6 22 6 28
Ozalp Kircali 12 14 4 23 7 30
Ozalp Sagmali 11 21 5 28 9 37
Ozalp Semsettin 10 19 4 25 8 33
Ozalp Tepedam 10 13 8 24 7 31
Gevas Merkez 6 17 5 23 6 29
Van Merkez EBK 6 12 8 21 5 26
Saray Beyaslan 14 12 8 29 5 34
Saray Cayirbagi 11 17 3 27 4 31
Saray Degirmigol 9 12 7 23 4 27
Toplam 110 171 71 282 70 352
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M+++M

Fasciola hepatica ile enfekte koyunlarda dizeyinde 59, dlizeyinde 25 ve “++++”

saptanan antikor titrelerinin dagilimi Tablo 3’de diizeyinde 8 koyun izlemistir.

goruldigu gibi “+” dizeyinde 82 koyun “++”

Tablo 3. Fasciolasis’in antikor titrelerine gore seroprevalansi.
Table 3. Seroprevalence according to antibody titers of fasciolasis.

Antikor Titresi incelenen Koyun
Sayisi %'si

0 178 50.57
+ 82 23,30
++ 59 16.76
+++ 25 7.10
++++ 8 2.27
Toplam 352 100

Van ve yoresinde incelemesi yapilan toplam ile Fasciola spp. yumurtalari yoninden pozitif
352'i koyundan 174 (%49.43) 'G serolojik olarak F. bulunmustur. Fasciolosis’in arastirma bolgelerindeki
hepatica antikoru yoniinden ve 55’inde (%15.63) koyunlarda, ELISA ve diski bakisi yontemlerine gore
’sinde ise Benedek sedimentasyon diski baki yontemi dagilimi Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4. ELISA ve gaita muayenesine gore fasciolosis’in yayilisi.
Table 4. Distribution of fasciolasis according to ELISA and gaita examination.

Diski muayenesi (Benedek

Yerlesim Yeri ELISA Sedimentasyon yontemi)
incelenen koyun Pozitif koyun Pozitif koyun
Sayi % Sayi % Sayi %
Glrpinar Merkez 23 6.53 7 30.43 3 13.04
Glrpinar Elagmaz 23 6.53 10 43.48 4 17.40
Ozalp Merkez 28 7.95 10 35.71 0 0
Ozalp Kircali 30 8.52 19 63.33 9 30.00
Ozalp Sagmali 37 10.51 21 56.76 6 16.21
Ozalp Semsettin 33 9.38 19 57.57 7 21.21
Ozalp Tepedam 31 8.81 12 38.70 0 0
Gevas Merkez 29 8.24 16 55.17 3 10.34
Van Merkez EBK 26 7.39 15 57.69 6 23.07
Saray Beyaslan 34 9.66 20 58.82 11 32.35
Saray Cayirbagi 31 8.81 15 48.37 6 19.35
Saray Degirmigol 27 7.67 10 37.04 0 0
Toplam 352 100 174 49.43 55 15.63
Calismada incelenen 352 koyundan 174’tnde 2-6 yas gurubu ve %32.2 ile <2 yas grubu izlenmistir.
ELISA yontemi ile Fasciola hepatica antikoru tespit Yas gruplari arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan
edilmistir. Bu hayvanlarda fasciolasis’in yayilisina onemli bulunmustur (P<0.001). Yas gruplari
yasin etkisi incelendiginde; en yiksek prevalansin arasindaki farkhliklar Tablo 5’'de gosterilmistir.

%83.09 >6 yas grubunda goruldigl, bunu %46.19 ile
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Tablo 5.Koyunlarda Fasciola spp. enfeksiyonlariyla yas gruplari arasindaki iliskiler.
Table 5. Fasciola spp. Relationships between infections and age grups.

incelenen Koyun
Yas gruplari(yil)

Seropozitif koyun

sayisl % P
Sayisi %

<2 110 36 32.72 45.1886 0.001

2-6 171 79 46.19 48,2590 0.001

>6 71 59 83.09 3.88463 0.001

Toplam 352 174 49.43

x%: Chi-Square testi uygulanmistir.

TARTISMA ve SONUC

Fasciolasis; koyun, kegi, sigir, manda ve deve
basta olmak lzere cesitli evcil ve yabani ruminantlar
ile at, esek, domuz, tavsan, fil, kopek, kedi gibi
hayvanlarda ve insanlarda gorilmektedir. (4,10,11).

Ulkemiz, iklimsel ve ekolojik faktérler yoniinden
Fasciola turlerinin yayiligi igin uygun bir ortam olarak
goziikmektedir.  Kayseri  yoresinde  sigirlarda
fasciolasis’in seroprevslsnsi ELISA ile %69.2 olarak
bildirilmistir (3). Koyunlarda gaita muayenesi ile
Fasciola hepatica’ya istanbul’da %6 (12), Samsun ve
Ordu’da %18.1-30.2 (13,14), Konya'da %12.9 (15),
Elazig’da %16.1 (16), Van’'da %0.3-15.9 (7), Trakya
bolgesinde %3.9-95 (6), Kirikkale’de %0.6 (17),
Sanhurfa’da %1.9 (18), sigirlarda ise Samsun ve
Ordu’da %0.5-15.4

bildirilmistir. (13,14). Van ve yoresinde Fasciola

oranlarinda bulundugu

gigantica’dan ileri gelen fasciolasis’in  gaita
muayenesine gore koyunlarda %33-15.9 oldugu
bildirilmistir (7).

Bu c¢alisma, Van yoresinde fasciolasis lizerine
yapilmis ilk serolojik saha arastirmasidir. Bu g¢alisma
ile Van yoéresinde koyunlarda fasciolasis yayginhginin
ELISA ile %49.43 Benedek Sedimentasyon teknigi ile
%15.63 oldugu ortaya konmustur. Van yoresinde
saptanan fasciolasis seropozitifligi Elazig (16) ve
Kayseri (4) yoreleri ile karsilastirildiginda, sonuglarin
biribirilerine yakin Gaita

ciktigi  belirlenmistir.

muayenesi ile saptanan pozitiflik Tarkiye'nin cesitli

bolgelerinden bildirilenler ile paralellik
gostermektedir.
Bu c¢calismada, koyunlarda fasciolosis’in

saptanmasl amaciyla F. hepatica’nin serumda IgG

antikorlarini  saptamaya yonelik  ELISA  testi

kullantimistir. Arastirmamizda fasciolasis’in
prevalansi ELISA yonteminde dis muayenesine gore
daha vyiksek c¢ikmistir. Seroprevalansin yiksek
bulunmasinin arastiricilarin  (19,20) belirttigi gibi,
latent donemdeki enfeksiyonlardan, viicuda alinan
ve olgunlasamayan parazitlerden ve tedavi gérmus
hayvanlarda kaynaklanabilecegi soylenmektedir.
Calismamizda da antikor titrelerine bakildiginda
serolojik olarak pozitif gikan hayvanlarin énemli bir
kisminda (%23.30) disiik dizeyde (+) antikor titresi
saptanmasi bu goristu desteklenmektedir. Antikor
titrelerinin bu dizeyde ¢ikmasi, Van yodresinin
fasciolasis’in yayilisi i¢in uygun bir ekosisteme sahip
Bu nedenle Van ve
diski

sensitivite ve

oldugunu gostermektedir.

yoresinde fasciolasis’in teshisinde

muayenesinin  yaninda 6zellikle

spesifitesi daha yiliksek olan serolojik testlerin
uygulanmasi ve daha fazla arastirmaya ihtiyac vardir.

Yasin fasciolasis enfeksiyonlarinin degiskenlik
bir faktordir. (3,21,22).

Genelde yasin artmasi ile orantili olarak enfeksiyon

gostermesinde 6nemli

oraninin artis gosterdigi, 6zellikle 2 yas Ulzeri olan
koyunlarda daha yaygin (%18.5-55.7) olduguna dikkat
cekilmektedir (22). Bu c¢alismada koyunlarin yas
gruplarina gore en yiksek prevalans > 6 yas grubunda
% 83.09 saptanmis bunu %46.19 ile 2-6 ve %32.72 ile
<2 yas gruplar izlemistir. Yas gruplar arasinda
fasciolosis’in yayginligi istatistiksel a¢idan 6nemli
bulunmustur. Elde edilen sonuglar bazi arastiricilarin
(23) bulgulariyla paralellik gostermektedir.

Bu calisma ile Van ve vyoresi koyunlarda
fasciolasis’in oldukga yaygin bir paraziter enfeksiyon
Ozellikle

enfeksiyonlar géz onine alindiginda diski bakisi

oldugu ortaya konmustur. latent
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yontemlerinin  fasciolasis’in  teshisinde yetersiz

kalabilecegi, surii muayenelerinde ve saha
¢alismalarinda diski muayenesinin yaninda serolojik
testlerin de kullanilmasinin daha avantajli ve dogru
olacagi kanaatine variimistir.

Sonug olarak bu ¢alismada elde edilen bulgular;
sadece klinik ve mikroskobik metotlara dayanarak
koyunlarda fasciolasis’in prevalansini saptanmasi
dogru olmayacagini ortaya konmustur. Bu konuda
klinik ve mikroskopik metotlarla birlikte serolojik ve
molekiiler teshis metotlarinin da kullaniimasinin

gerekliligi ortaya ¢ikmistir.
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Oz: Bu galisma, Samsun ilinde kanatli kesim asamalarindan toplanan farkli érneklerde Escherichia coli (E. coli) 0157: H7
prevalansini arastirmak ve viriilans genlerini (stx1 ve stx2, eaeA ve ehlyA) belirlemek amaciyla yapildi. Bu amagla, 40 i¢ organ,
40 bagirsak icerigi, 20 haslama tank suyu ve kanath kesimhanesinin farkl birimlerinden (tly yolma makinesi, kesme tahtasi,
ic organ ¢ikarma Unitesi ve personel eli ve 40 broiler karkas 6rnegi) alinan 100 svap 6rnegi analiz edildi. Tim oOrnekler,
novobiosin iceren selektif modifiye Tryptic Soy Broth (mTSB+N)'da ©6n zenginlestirmenin ardindan imminomanyetik
seperasyon (IMS) ve Cefixim — Tellurite’li CHROM agara ekilmesi yoluyla E. coli 0157: H7 agisindan analiz edildi. Stpheli
koloniler 0157 ve H7 antiserumlari ile incelendi. rfbO;sy, fliCy7, stx1, stx2, eaeA ve ehylA genlerinin varligl Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile belirlendi. Calismada, 2 (%1) bagirsak igerigi 6rneginden E. coli 0157 identifiye edilmesine karsin, H7
tespit edilemedi. Her iki izolatin da stx1, stx2, eaeA ve ehylA geni icerdigi tespit edildi. Bu ¢alisma sonucunda, broiler bagirsak
iceriginde disiik oranda tespit edilen E. coli 0157: H7 izolatlarin hepsinin anilan toksin genlerini icermesinden dolayi insan
saglhigi icin 6nemli bir tehlike olusturabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Broiler, Escherichia coli 0157: H7, Kesimhane, Kontaminasyon.

Investigation of Escherichia coli 0157:H7 By IMS-PCR Tecniques in Poultry
Slaughtering Stages

Abstract: The present study was conducted to investigate the prevalence of Escherichia coli (E. coli) 0157:H7 and to
determined its virulence genes (stx1 and stx2, eaeA and ehlyA) in different samples collected from a poultry cutting satages
in Samsun province, Turkey. For this purpose, 40 viscera, 40 intestinal content, 20 scalding tank water and 100 swap samples
taken from various poultry processing units (plucking machine, cutting board, removing unit of intestinal organs and
personnel hands and broiler carcass) were analysed. All samples were analyzed for the isolation of E. coli 0157:H7 through
pre-enrichment in modified tryptone soy broth supplemented with novobiocin (mTSB+N) followed by immunomagnetic
separation (IMS) and selective plating on CHROM agar with Cefixim — Tellurite. Presumptive E. coli 0157:H7 isolates were
tested with anti-O157 and H7 antisera. Polymerase Chain Reaction (PCR) was performed on isolates for the detection of
rfbO1s7, fliCuzstx1, stx2, eaeA and ehylA genes. In this study, two intestinal content (1%) isolates were identified as E. coli
0157 while were found negative for H7. Both isolates contained stx1, stx2, eaeA and ehylA genes. As a result of this study, it
was concluded that E. coli 0157 isolates detected at low levels in the broiler intestinal contents might constitute a significant
hazard for human health due to the presence of toxin genes.

Keywords: Broiler, Contamination, Escherichia coli 0157:H7, Slaughterhouse.
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GiRIS

i nsan beslenmesinde 6nemli bir yeri olan
kanatli eti, besinsel kompozisyonu nedeniyle

patojen ve apatojen mikroorganizmalarin iremesi

icin oldukga uygun bir ortam olusturmaktadir. Tavuk

etlerine bulasan patojen mikroorganizmalar ve/veya

toksinleri, bu drdnlerin tlketilmesi ile insanlara

gecebilmekte ve c¢esitli enfeksiyonlara veya
intoksikasyonlara neden olabilmektedir (1,2).
Escherichia  coli (E. coli), kanathlarda

enfeksiyonlara neden olan etkenler arasinda en ¢ok
izole edilenlerden biridir. Kanatlilardan genellikle,
sadece kuslar igin patojen olan ancak insanlar igin
olmayan Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC)
susunun izole edildigi bildirilmistir (3,4). Kanathlarin
insanlarda énemli enfeksiyonlara neden olan E. coli
0157:H7 serotipine de oldukga duyarli olduklari
belirtiimektedir. Etken, kanatlilarin kesimhanelere

uygun olmayan kosullarda tasinmasi, yanhs kesim

teknikleri, haslama, tly yolma ve sogutma
asamalarinda meydana gelen gapraz
kontaminasyonlarla karkas vylzeyinin tamamina

yayilabilir (5,6). Bunlarin disinda kesimhanedeki alet
ve ekipman, personel ve liriin ile temas eden yiizeyler
de kontaminasyon kaynaklaridir (7). E. coli 0157:H7
serotipleri insanlarda gesitli hastaliklara neden olan
virulans faktorlerini igerirler. Bu faktorlerden en
onemlileri sigatoksinler, hemolizin, intimin ve pO157
plazmidir. Ayrica isiya direngli enterotoksin (EAST 1)
ve serinproteazlar da diger virulans faktérleridir (8,9).
(STX-1 ve STX-2);
hemorajik kolitis (HC), hemolitik Gremik sendrom
(HUS) ile trombotik trombositik purpura (TTP) gibi

Shiga-benzeri toksinler

semptomlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir ve
stx1 ve stx2 genleri tarafindan kodlanirlar (8,9). HUS
goriilen hastalardan genelde, bdbrek endothelial
hicrelerine daha fazla toksik olan STX-2 izole
edilmektedir (9).

Barsak epitel hicrelerine yigilmayi saglayan ve
eaeA geni tarafindan kodlanan intimin intestinal
lezyonlara sebep olurken, ehlyA geni tarafindan

kodlanan enterohemolizin eritrositleri lize ederek

barsakta bakterinin canli kalmasi icin gerekli olan
demir ihtiyacini karsilamaktadir (8,9).
ilindeki

etinin

Bu c¢alismada; Samsun bir broiler

kesimhanesinde, tavuk ¢apraz
kontaminasyonunda 6nemli roli olan haslama tank
suyu, tly yolma makinesi, i¢ organlar, pargalama
tahtasi ylizeyi, i¢c organ ¢ikarma Unitesi, personel eli,
broiler bagirsak icerigi ve karkas orneklerinde halk
saghg acisindan onemli bir patojen olan E. coli

0157:H7 varhgini arastirmak amagland.

MATERYAL ve METOT

Ornekler: Calismada, Ocak-Mayis 2014 tarihleri
arasinda Samsun ilinde faaliyette bulunan kanatl
hayvan kesimhanesine 2’ser haftalik periyotlarla
toplamda 10 kez yapilan ziyaretlerin her birinde
20’ser adet olmak Uzere toplam 200 adet 6rnek
materyal olarak kullanildi (Tablo 1). Kesimhaneden
her iki haftada bir 4 adet olmak lizere toplam 40 adet
broiler karkas 6rnegi, yine ayni kesimhanede her iki
haftada bir 4 adet olmak Uzere 40 adet tim barsak
(duedonum ve kloaka arasi) 6rnegi alindi. Kesim
prosesinin farkli asamalarindan (20 tiy yolma
makinesi, 10 kesme tahtasi ylzeyi, 10 i¢ organ
¢itkarma unitesi 20 personel eli, 40 broiler karkas

ornegi) 100 svap 6rnegi temin edildi.

Tablo 1. Kesimhaneden alinan 6rnek cesitleri ve
sayilari

Table 1. Sample types and numbers taken from
slaughterhouse.

Ornek Say!
Haslama kazani girisi su 6rnegi 10
Haslama kazani ¢ikisi su 6rnegi 10
Tuy yolma makinesi 20
ic organlar 40
Bagirsak igerigi 40
ic organ cikarilma (initesi 10
Kesme tahtasi 10
Karkas 40
Personel 20
Toplam 200
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Sivap ornekleri kesme tahtasi ylzeyleri ve ig
organ c¢ikarma Unitesi, tly yolma makinelerindeki
yapilmis
broiler karkas ve personelden alindi.

plastik materyalden parmakgiklardan,

Karkastan ornekleme igin, 25 mililitre % 0.1'lik
steril peptonlu su ile nemlendirilen steril siingerler ve
steril bir kalip (13 x 10 x 0.25 cm) kullanildi. Karkasin
sol kanadi ve sol uylugu arasindaki ylizeye kalip sikica
tutturularak nemli siinger ile 10 horizantal ve 10
vertikal sirtme hareketi ile ylizeye esit basing
uygulamaya dikkat edilerek érneklendi (10).

Tahta ve icorgan ¢ikarma Unitesi yuzeyleri ve
makinesinde  6rnekleme

tiy yolma ylzeyini

sinirlandirmak icin 15 cm?'lik steril bir kalip kullanildi.

Uc kez sirilerek yapildi (10). Kesimhanede calisan
saatleri
bildirim
surintl  6rnekleri,

personelden sivap ornekleri,
tek bir

yapilmaksizin toplandi.

calisma

boyunca ziyarette Onceden
Elde
%0.1'lik peptonlu suda nemlendirilmis steril sivaplar
kullanilarak iscilerin avuc iclerine ve parmaklara
surilerek toplandi (11).
takiben

soguk zincir

Kesimi aseptik kosullarda alinan

ornekler altinda en kisa sirede
laboratuvara transfer edildi ve 1-2 saat icerisinde E.
coli 0157:H7 varhg yéniinden analiz edildi.

Referans Sus: E. coli NCTC 12900 ve E. coli RHFS
232 referans suslari calismanin her asamasinda

pozitif kontrol olarak kullanildi.

Ornekleme 10 mL %0.1’lik steril peptonlu su icinde Primerler: Calisma kapsaminda kullanilan
onceden nemlendirilmis steril sivaplar ile (¢ ayri yone primer dizileri Tablo 2."de belirtilmistir.
Tablo 2. Calismada kullanilan virulans genleri ve primer dizilimleri.
Table 2. Virulence genes and primer sequences used in the study.
. o . . . . Amplikon
Galismada Kullanilan Primerlerin Dizilimi Gen Bolgesi Virulans Genin Adi i
Blyuklugi (bp)
P8-F CGTGATGATGTTGAGTTG
P8-R AGATTGGTTGGCATTACTG fb0157 0157 420
FLICH7-F GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC flic 7 625
FLICH7-R CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC "
SLT1-F TGTAACTGGAAAGGTGGAGTATACA Stx1 Verocvtotoxinl 210
SLT1-R GCTATTCTGAGTCAACGAAAAATAAC ¥
SLTI-F GTTTTTCTTCGGTATCCTATTCC .
SLTII-R GATGCATCTCTGGTCATTGTATTAC St Verocytotoxin 2 484
AE-F ATTACCATCCACACAGACGGT caeh Intimin 397
AE-R ACAGCGTGGTTGGATCAACCT
MFS1-F ACGATGTGGTTTATTCTGGA ehlyA Enterohemolysin 166

MFS1-R CTTCACGTCACCATACATAT

E. coli 0157:H7 izolasyonu ve identifikasyonu

On Zenginlestirme ve immunomanyetik separasyon
(ImS)

25mL
nemlendirilen

Calismada, karkas ylzeyinden

tamponlanmis peptonlu su ile
singerlerle alinan o6rnekler, haslama kazanindan
alinan 25 mL su ve i¢ organlardan alinan 25 g
orneklere 225 mL, 20 mg/L novobiocin iceren mTSB
ilave edilerek 2 dk silireyle homojenize edildi. Ayni
sekilde kesimhaneden alinan sivap 6érnekleri 10 mL

mTSB+N icine konularak 37°C'de 16-18 saat inkibe

edildi (12). On zenginlestirme islemine tabi tutulan
numuneler, Dynabeads anti-E. coli 0157 (Dynabeads
anti-E. coli 0157, Dynal, ingiltere) kullanilarak Gretici
firma tarafindan bildirilen yonteme gore IMS'ye tabi
tutulduktan sonra 0157 Dynabead ve bakteri
kompleksinden 50 uL alinarak Cefixim - Tellurite (CT)
iceren CHROM agara ekildi ve 37°C'de 18-24 saat
inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda siipheli
kolonilere pozitif kontrol esliginde 0157 ve H7
(SSl,
testleri yapildi (12).

antiserumlari Danimarka) ile agliitinasyon
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fliCu7 ve rfbO157 Geninin PZR ile Belirlenmesi

GF-1 (Vivantis, ABD) bakteri ekstraksiyon kit
protokoliine gére elde edilen bakteri DNA’sinda,
fliCy7 geninin belirlenmesi igin, final konsantrasyonu
50 uL olacak sekilde reaksiyon karisimi 5 uL DNA
ornegi, 5 uL 10 X PZR buffer, 1.5 mM MgCl,, 400 uM
dNTPs, 0.5 uM her bir fliCy7 primerinden ve 1.5 UTaq
polymerase’dan olusturuldu. DNA amplifikasyonu,
PZR cihazinda (Techne TC-512) 94 °C'de 2 dk 6n
denatirasyon islemi uygulandiktan sonra 35 siklus
olacak sekilde 94 °C'de 20 s, 54 °C'de 1 dk, 72°C'de 1
dk ve 72°C’'de 10 dk son uzatma islemi gergeklestirildi
(13). rfbO157 geninin belirlenmesi igin uygulanan
amplifikasyon isleminde ise; 6n denatiirasyon islemi
94 °C'de 5 dk uygulandiktan sonra 94 °C'de 1 dk, 53
‘C'de 1 dk, 72°C'de 1 dk 30 siklus olacak sekilde
bekletildi. 72°Cde 5 dk
gergeklestirildi (14).

Son uzatma islemi

Multipleks PZR ile Virulans Faktorlerin Belirlenmesi

Calismada elde edilen izolatlar, E. coli 0157:H7
serotipinde bulunabilecek virulans faktorlerine ait
gen bolgeleri (stx1, stx2, eaeA and hlyA) agisindan
spesifik primerler (Tablo 2) kullanilarak analiz edildi
(13). PZR reaksiyon karisimi, final volimd 50 pL
olacak sekilde 5 pL DNA o6rnegi, 5 uL 10 X PZR buffer,
3 mM MgCl,, 400 uM dNTPs, her bir primerden 0.5
MM ve 1.5 U Taq polymerase olacak sekilde
hazirlandi. PZR, 94 °C'de 2 dk 6n denatiirasyondan
sonra 36 siklus olarak 94 °C’ de 20's, 54 °C’de 1 dk ve
72 *C’'de 1dk olarak gerceklestirildi ve son uzatma 72
*C’de 10 dakika olarak tamamlandi (13). Calismada,
elde edilen amplikonlar % 1.5’luk agaroz jelde
elektroforeze (EC250-90; Thermo, Pittsburgh, PA,
ABD) tabi tutuldu ve sonuglar jel dokiimantasyon
sisteminde (Vilber Lourmat, Marne La Vallee, Fransa)
goruntilendi (13, 14).

BULGULAR

Mikrobiyolojik Analiz Sonuglan: Calismada

fenotipik testler sonucunda incelenen 6rneklerin 18’i
(%9) E. 0157:H7 slpheli

coli pozitif olarak

degerlendirildi. izolatlarin 4’Giniin (%22.2) karkasa,
(%11.1) (%22.2) ig

organlara, 3’Unin (%16.6) haslama tank suyu ve

2’sinin personele, 4’Unln
5’inin (%27.7) bagirsak icerigine ait oldugu belirlendi.
O ve H antiserumu ile yapilan lateks aglltinasyon
testi sonucunda 18 pozitif 6rnekten sadece 2’sinin
0157 antijeni yéniinden pozitif oldugu ve érneklerin
tamaminin H7 antijeni agisindan negatif oldugu

saptandi.

Molekiiler Analiz Sonuglar

PZR analizi sonucunda serolojik testlere paralel
olarak incelenen orneklerin sadece 2’inde (%1)
rfbO157geni fliCuz
rastlanilmadi. E. coli 0157 olarak identifiye edilen 2

tespit  edilirken genine
izolatin bagirsak igerigine ait oldugu belirlendi (Sekil
1) ve bu 2 izolatta stx1, stx2, eaeA ve ehlyA genleri

belirlendi (Tablo 3, Sekil 2).

Sekil 1. fliCh7 ve rfbO157 genleri igin PZR sonuglari;
M: Marker (100bp), P1: Pozitif kontrol (O157: 420
bp), P2: Pozitif kontrol (H7: 625 bp), 1-2 Nolu bandlar:
E. coli 0157 (bagirsak icerik numunesi).

Figure 1. PCRresults for fliCh7 and rfbO157 genes; M:
Marker (100bp), P1: Positive control (0157: 420 bp),
P2: Positive control (H7: 625 bp), Line 1-2: E. coli
0157 (intestinal content sample).
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Tablo 3 Orneklerden izole edilen E. coli.
Table 3. E. coli isolated from samples.

Fenotipik test Serolojik analiz . Virulans Faktorler
d PZR analiz sonucu
) Brnek sonucunda Sonuglari
Ornek sayisl £ coll O157:H7 0157 H7 E. coli 0157 E. coli0157:H7
supheli pozitif - cot - colt : stx1 stx2 eaeA ehlyA
(%) (%) (%) (%) (%) ' g
Karkas 40 4(22.2) - - - - + + + +
Ig c'>rgaTn ¢ikariima 10 i i i i i
Unitesi
Kesme tahtasi 10 - - - - -
ic organ 40 4(22.2) - - - -
Haslama suyu 20 3(16.6)
Tuy yolma makinasi 20
Bagirsak igerigi 40 5(27.7) 2 (5) - 2 (5) - + + + +
Personel eli 20 2(11.1) - - - -
Toplam 200 18 (9) 2(1) - 2(1) -

0157:H7 serotipi dagilimi.
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Sekil 2. PZR islemi sonucunda virulans genlerinin
gosterilmesi; M: Marker (100bp), P: Pozitif kontrol
(ehlyA; 166 bp, stx1:210 bp, eaeA;397bp stx2: 484),
1-2 Nolu bandlar: pozitif 6rnekler (stx1, stx2, eaeA ve
ehlyA)

Figure 2 Demonstration of virulence genes as a result
of PCR; M: Marker (100bp), P1: Positive control
(ehlyA; 166 bp, stx1:210 bp, eaeA;397bp stx2: 484),
Line 1-2: positive samples (stx1, stx2, eaeA and
ehlyA)

TARTISMA ve SONUG

0157:H7

taginmasinda sigirlar dnemli bir rezervuar olmasina

E. coli serotipinin  insanlara
ragmen, son donemlerde yapilan bazi ¢alismalar
kanatl ve Urlnlerinin de etkenin tasinmasinda
onemli rol oynadigini géstermistir (9,15,16). Gidalarla
alinan etkenin ¢ok dislik sayilarda (10-100 hiicre)
bile hastalik olusturabilecegi bildirilmistir (17). Bu
durum halk sagligi agisindan E. coli 0157: H7'nin
O6nemini gostermektedir.

Bu ¢alismada incelenen dérneklerden 2 bagirsak
iceriginde (%1) E. coli 0157 tespit edildi. Bu ¢alisma
sonuglarindan farkli olarak, Heuvelink ve ark. (18), Jo
ve ark. (19), Kalin ve ark. (20), ve Abay ve ark. (21)
inceledikleri broiler diski 6rneklerinin higbirinde
etkeni tespit edememislerdir.

Raji ve ark. (22) 120 tavuk bagirsak igeriginin 11
(%9.6)'inde, Sekmen ve Kaya (23) inceledikleri broiler
kloakal svab o6rneginin 32 (%6.40)’'sinde E. coli

0157:H7 identifiye etmislerdir. Yine, Tabatabaei ve
ark. (24) 350 broiler diski 6rneginin 14 (%4)'lnde,
shiga toxigenic E. coli (STEC) tespit etmislerdir.

Bu galisma sonucu ve kanath digkisindan E. coli
0157:H7 izole edilen diger ¢alisma sonuglar (22-24)
etkenin sekumda kolonize olup uzun siire boyunca
diskiyla sagilabilecegi ve kontaminasyonlara neden
olabilecegini gostermektedir. Beery ve ark. (25)'nin
civcivlerin oral yolla etken ile kontaminasyondan 5 ay
sonrasina kadar diskilarinda 108 kob/g civarinda E.
coli 0157:H7 serotipinin bulundugunu bildirmeleri de
kanathlarin bu etken yoninden rezervuar olarak
dikkate alinmalari gerektiginin gostergesidir.

Bu

orneklerinin higbirinden etken izole edilmemistir.

calismada, kesimhanedeki karkas
Benzer sekilde, Abay ve ark (21), Baran ve Gillmez
(26) Kalin ve ark (20) ve Balpetek (27) inceledikleri
kanatl karkas sivap 6érneklerinin hig birisinin E. coli
0157 ile kontamine olmadigini bildirmislerdir. Fakat,
Doyle ve Schoeni (15), Akkaya ve ark. (28) ve Olatoye
ve ark. (29) inceledikleri tavuk eti érneklerinin sirasi
ile 4 (%1.52), 2(%1.05), 58 (%14.5)'Gnde E.
coli0157:H7  izole  etmislerdir.
farkhhklar E. coli suslarindaki serotipik dagilimin

Sonuglardaki

bolgesel ve lilkesel olarak degisebilmesi (22,24,30) ve
kullanilan farkli izolasyon metotlari, 6rnekleme
farkliliklar  (12,30)
kesimi esnasindaki hijyenik kosullara baglanabilir.

0157

serotiplerinin her birinin stx1, stx2, eaeA ve hlyA

metodundaki ve hayvanlarin

Bu c¢alismada, izole edilen E. coli
genlerinin hepsini icerdigi belirlendi. Bu genlerin bir
ornekte kombine bir sekilde bulunmasi, genellikle
hayli glicli bir virulent genetik karigimi olarak kabul
edilir (31). Ayrica incelenen izolatlarda stx1 ve stx2
geninin bulunmasi HUS agisindan énemlidir. Clinku
stx1 stx2 HUS

olusumunda daha etkin rol aldigi belirtilmistir (8,32).

ve toksinini  lreten suslarin

Sonug olarak, bu ¢alismada Samsun ilindeki bir
kanatl kesimhanesinde kesilen broilere ait digki
orneklerinin %1’inde E. coli 0157 kontaminasyonu
belirlenmistir. Bununla birlikte, elde edilen izolatlarin
hepsininde aeA ve ehlyA, stxl ve stx2 genlerini

birlikte icermeleri géz online alindiginda bu ilde
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kesilen kanatlilarin insanlarda HUS, HC, TTP gibi

siddetli enfeksiyon ve bazen de 6liimlere neden olan

patojenik E. coli 0157 serotipi icin onemli bir

rezervuar olduklarini géstermektedir.
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Oz: Arastirma, etlik pilic yemlerinde metiyonin yerine metiyonin hidroksi analogu olan 2-hidroksi-4-(metiltiyo) butanoik asidin
(HMB) kullaniminin etlik pili¢ performansi tizerine etkilerini belirlemek amaciyla yapilmistir. Toplam 256 adet esit sayida disi
ve erkek etlik civciv kullanilmistir. Her birinde 64 adet civciv bulunan 1 kontrol ve 3 deneme grubu olmak lzere toplam 4 grup
olusturulmustur. Her bir grup, disi erkek sayisi esit olan 16’ sar civcivden olusan 4 alt gruba bolinmustir. Yemler misir ve soya
fasulyesi kispesi bazli hazirlanmistir. Kontrol grubunun yemine % 0.20 diizeylerinde DL-metiyonin, diger 3 deneme grubuna
sirastyla %0.15, 0.20 ve 0.25 diizeyinde HMB ilavesi yapiimistir. Calisma sonunda canli agirlik, yem tiketimi, canli agirlik artisi,
yemden yararlanma bakimindan istatistiki farkhlik olmadigi saptanmistir (P>0.05). Ancak % 0.20 diizeyinde HMB igeren yemi
tiiketen grup ile kontrol grubunun canli agirliklari birbirine gok yakin olmasina karsin % 0.15 ve 0.25 HMB igeren yemi tiiketen
deneme gruplarinda galisma sonu canli agirlik 55 g kadar daha disiik olmustur. Bu veriler metiyonin hidroksi analogu olan
HMB'in etlik pili¢ yemlerinde DL-metiyonine alternatif yem katki maddesi olarak yerine kullanilabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Etlik pilig, 2-Hidroksi-4-(Metiltiyo) Butanoik Asit, Metiyonin, Performans.

Using 2-Hydroxy-4-(Methylthio) Butanoic Acid as a Source of Methionine in
Broiler Diets

Abstract: An experiment was carried out to determine the effects of using DL-methionine hydroxy analog 2-Hydroxy-4-
(Methylthio) Butanoic acid (HMB) in broiler diets instead of methionine on broiler performance. Totally 256 female and male
equal number of broiler chicks were used. A total of 4 groups, 1 control and 3 experimental group, were formed which
contains 64 chicks in each of them. Each group divided into 4 subgroups which contains 16 equal numbers of female and male
chicks. Rations were corn-soybean meal based. The 0.20% DL-methionine was added to control diet and HMB added to other
three treatment groups 0.15, 0.20 and 0.25%, respectively. At the end of experiment there were no statistically differences
observed in live weight, feed consumption, live weight gain and feed efficiency (P>0.05). However, although the live weight
of the group that consumed 0.20% HMB and the control group were very close to each other, the live weight was lower about
55 g at the experimental groups consumed 0.15% and 0.25% HMB. These data shows that HMB which is DL-methionine
hydroxy analog can be used as an alternative diet supplement to DL-methionine in broiler diets.

Keywords: Broiler, 2-Hydroxy-4-(Methylthio) Butanoic acid, Methionine, Performance.
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GiRIS

kanatli  yemlerinde mutlaka

IVIetiyonin
bulunmasi gereken esansiyel aminoasitlerden

bir tanesidir. Etlik pilic yemleri genellikle misir ve soya

bazli oldugundan metiyonin yoniinden vyetersiz
kalmakta ve ilavesi gerekmektedir. Cogunlukla
karaciger ve bobrekte, kiikiirt kapsayan bu

aminoasitten yine kiikiirt kapsayan sistin ve sistein

sentezlenir (1,2,3). Yag transport ve

metabolizmasinda,  detoksifikasyon  olaylarinda

gerekli olan metiyonin etlik piliclerin 42 gunlik

surecte iyi bir canh agirhk artisi ve yemden

yararlanma oranina ulasmalari igin esansiyeldir (4,5).
Dikicioglu ve ark. (4), yaptiklari calismada etlik

piliclerde sivi metiyonin ilavesinin canl agirlik

kazanci, yemden yararlanma ve karkas randimanini
olumlu etkiledigini bildirmislerdir.

Sentetik metiyonin olan DL-Metiyonin yerine
kullaniimasinin

metiyonin hidroksi analoglarinin

degerlendirilmesine yonelik calismalar

yapilmaktadir. Metiyonin hidroksi analogu olan 2-
Hidroksi-4-(Metiltiyo) Butanoik Asit (HMB) ise amino

grup iceren DL-metiyoninin aksine a-karbon

atomunda hidroksil grubu tasiyan kimyasal olarak
sentezlenmis metiyonin prekirsoriidir. Asimetrik

karbon atomunda hidroksil grubu tasimasi ile

kimyasal olarak farkliik gosteren HMB protein

sentezinde DL-Metiyonin ile ayni yolu izler.

Metiyonin kaynagi fark etmeksizin bitiin metiyonin
kaynaklari gastro-intestinal sistemden emilerek L-
metiyonine cevrilir ve protein sentezinde kullanilr
(1,3,6-10).

Farkli kaynaklarinin

metiyonin in_vivo

absorbsiyonunu ile ilgili bazi g¢alismalarda (11-16)

farkhlik bulunmus bazilarinda ise herhangi bir farklilik
bulunmamistir (2,17). HMB ile yapilan galismalar
bunun tavuk yemlerinde de metiyonin yerine
gostermektedir  (17). Bu

HMB'in

kullanilabilecegini

galismanin hipotezi metiyonin yerine

edilmesidir.

farkh

kullanilabilirliginin ~ test Hayvan

denemelerinde  ¢ok elde

HMB

sonuglar
edilebilmektedir. ile gegmis vyillarda bazi
¢alismalar yapilmis olmasina karsin; konu hakkindaki
bilgi birikimini ve gliveni artirmak, HMB’in metiyonin
ile ayni etkiyi gosterip gostermedigi konusunda yem
sanayisinin teredditline katki saglamak amaciyla bu

¢alisma yapilmustir.

MATERYAL ve METOT

Arastirma; Ankara Universitesi Veteriner
Fakiltesi Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklari
Anabilim Dali Deneme Unitesi’'nde, 09.07.2008 tarihli
ve 2008-22-106 karar numaral Ankara Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Karari alindiktan
sonra gerceklestirilmistir.

Arastirmada toplam 256 adet giinlik Ross 308
etlik civciv kullanilmistir. Arastirma her biri 64 adet
olan 1 kontrol grubu ve 3 deneme grubu olmak tizere
toplam 4 grup halinde ve her grupta esit sayida disi-
erkek civcivile ylritilmustdr. Her bir grup, disi erkek
sayisi esit olan 16’ sar civcivden olusan 4 alt gruba
bolinmustir. Arastirmanin 0-3 haftasinda %21.5
ham protein ve 3200 kcal/kg metabolik enerji yem;
4-6 haftasinda ise %19.5 ham protein ve 3200
kcal/kg metabolik enerji iceren yemler yedirilmistir

(Tablo 1).
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Tablo 1. Denemede kullanilan yemlerin bilesimi.
Table 1. Nutrient composition of diets used in the experiment.

Deneme Gruplari

Kontrol

Grubu ! 2 3
Civciv Yeminin Bilesimi (0-3 hafta)
Misir, % 46.9 46.9 46.9 46.9
Soya Fasulyesi Kiispesi, % 34 34 34 34
Tam Yagh Soya, % 11 11 11 11
Bitkisel Yag, % 4 4 4 4
Dikalsiyum fosfat, % 2 2 2 2
Mermer tozu, % 1.2 1.2 1.2 1.2
Tuz, % 0.4 0.4 0.4 0.4
Vitamin, % 0.2 0.2 0.2 0.2
Mineral, % 0.1 0.1 0.1 0.1
DL-Metiyonin, % 0.2 0.0 0.0 0.0
HMB, % 0.0 0.15 0.20 0.25
Antikoksidiyel, % 0.5 0.5 0.5 0.5
Analiz Sonuglari
ME, kcal/kg* 3229.8 3229.04 3265.52 3231.32
Ham Protein, % 21.75 21.50 21.86 21.63
Ham Yag, % 8.64 8.58 8.62 8.55
Kalsiyum, % 1.16 1.21 1.19 1.14
Fosfor, % 0.71 0.73 0.73 0.73
Yemlerdeki Metiyonin ve Sistin Miktarlari
Metiyonin ihtiyag, %** 0.48 0.48 0.48 0.48
Metiyonin Miktari, %*** 0.365 0.365 0.365 0.365
ilave metiyonin veya HVIB, % 0.20 0.15 0.20 0.25
Toplam metiyonin veya HMB, % 0.565 0.515 0.565 0.615
Metiyonin + Sistin ihtiyac, %** 1.00 1.00 1.00 1.00
Metiyonin + Sistin Miktari, %*** 0.737 0.737 0.737 0.737
ilave metiyonin veya HVB, % 0.20 0.15 0.20 0.25
Toplam metiyonin + sistin, % 0.937 0.887 0.937 0.987
Pilic Yeminin Bilesimi (4-6 hafta)
Misir, % 52.1 52.1 52.1 52.1
Soya Fasulyesi Kiispesi, % 29 29 29 29
Tam Yagh Soya, % 10 10 10 10
Bitkisel Yag, % 5 5 5 5
Dikalsiyum fosfat, % 2 2 2 2
Mermer tozu, % 1 1 1 1
Tuz, % 0.4 0.4 0.4 0.4
Vitamin, % 0.2 0.2 0.2 0.2
Mineral, % 0.1 0.1 0.1 0.1
DL-Metiyonin, % 0.2 0.0 0.0 0.0
HMB, % 0.0 0.15 0.20 0.25
Antikoksidiyel, % 0.5 0.5 0.5 0.5
Analiz Sonuglari
ME, kcal/kg* 3198.64 3191.42 3192.56 3208.14
Ham Protein, % 19.55 19.65 19.41 19.43
Ham Yag, % 9.48 9.28 9.40 9.48
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Tablo 1. Denemede kullanilan yemlerin bilesimi (Devami).

Table 1. Nutrient composition of diets used in the experiment (Continues).
Kalsiyum, % 1.05 1.13 1.27 1.19
Fosfor, % 0.72 0.69 0.71 0.69
Yemlerdeki Metiyonin ve Sistin Miktarlar
Metiyonin ihtiyag, %** 0.41 0.41 0.41 0.41
Metiyonin Miktari, %*** 0.336 0.336 0.336 0.336
ilave metiyonin veya HVB, % 0.20 0.15 0.20 0.25
Toplam metiyonin veya HMB, % 0.536 0.486 0.536 0.586
Metiyonin + Sistin ihtiyag, %** 0.86 0.86 0.86 0.86
Metiyonin + Sistin Miktari, %*** 0.679 0.679 0.679 0.679
ilave metiyonin veya HVIB, % 0.20 0.15 0.20 0.25
Toplam metiyonin + sistin, % 0.879 0.829 0.879 0.929

*ME = Metabolize olabilir Enerji, ** Aviagen’de (18) belirtilen ihtiyag miktarindan elde edilen oranlardir, ***Yemlerde kullanilan ham maddelerden gelen ve hesaplanarak bulunan

miktarlardir.

Tablo 1'de de gorilecegi gibi yemlerde protein
blyluk o6lglide soya fasulyesi kiispesi ve tam yagh
soyadan karsilanmistir. Hesaplama yontemi ile
yemlerde belirlenen metiyonin ve kikirtli amino
asit (metiyonin ve sistin) oranlari, Aviagen (18) de
donemlere goére yemlerde olmasi tavsiye edilen
metiyonin ve toplam kiikirtli amino asit miktarlari
ile kiyaslanarak eksiklik tespit edilmis ve ona gore
metiyonin yada HMB ilavesi yapilmistir. Burada daha
¢ok kukdrtli amino asit miktarlari goéz ©nine
alinmistir. Deneme gruplarinin yemlerine kontrol
grubuna ilavesi yapilan %0.20 DL-metiyonin yerine
%0.15, 0.20 ve 0.25 HMB katilmistir.

Deneme grubu yemlerine HMB farkh

sirasiyla
dozlarda
kullanilmak sureti ile HMB’nin hangi dizeyinin
metiyonine karsi benzer etkiyi saglayabilecegi test
edilmistir. Alt gruplara grup yemlemesi uygulanmis
ve tlketebilecekleri miktarda yem ve su sirekli
olarak 6nlerinde hazir bulundurulmustur. Deneme 42
gun sirdurdlmusgtar.
24

Deneme siresince gunlik olarak

Denemede saatlik aydinlatma plani
uygulanmistir.
6limler ve olasi nedenleri kaydedilmistir.
Arastirmada kullanilan karma yemlerin besin
madde miktarlari Ankara Universitesi Veteriner
Fakiltesi Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklari
Anabilim Dali Laboratuarlar’ nda AOAC (19) de
belirtilen yontemlere gore belirlenmistir. Metabolize
olabilir enerji diizeylerinin hesaplanmasinda TSE (20)’

nin 6nerdigi formil kullaniimistir.

Canli agirlik artisinin belirlenmesi icin haftalik
tartimlar yapilmistir. Yem tlketimi alt gruplarda
artan yem verilen toplam yem miktarindan
cikartilarak haftalik olarak tespit edilmistir. Haftalik
yem tlketimi

alt

hayvan sayisina boéliinerek yem

tuketimleri, gruplarin  ortalamalari  olarak
hesaplanmistir.

Yemden yararlanma oranlar haftalik ortalama
yem tlketiminin canli agirlik artisina bolinmesi ile
hesaplanmistir.

Karkas randimani ve i¢ organ agirliklari igin
denemenin 42. giniinde her alt gruptan rastgele 2
erkek 2 disi olmak lzere toplam 4 hayvan alinmistir.
Karkaslar kesim islemi tamamlandiktan hemen sonra
tartilarak sicak karkas agirliklari belirlenmistir ve bu
deger kesim 6ncesi canli agirliklarina bolinerek sicak
karkas randimani hesaplanmistir:

Sicak karkas randimani, % = Sicak karkas agirlig

(g) / Kesim 6ncesi canh agirlik (g) *100

istatistiksel Analiz

Gruplarda canl agirlik, canli agirlik artisi, yem
tiketimi ve yemden yararlanma derecesi, sicak
karkas randimani bakimindan gruplara ait istatistiksel
hesaplamalar ve gruplarin ortalama degerleri
arasindaki farkhliklarin dnemliligi icin varyans analiz
metodu, gruplar arasi farkin énemlilik kontroli igin
Duncan testi uygulanmistir. istatistiksel analizler SPSS

11.5 (21) programinda gerceklestirilmistir.
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BULGULAR

Hazirlanan yemlerin performans, karkas ve ig
organ agirliklar Gzerindeki etkileri Tablo 2 ve 3’ te
verilmistir. Metiyonin kullanilan kontrol grubu ile
HMB kullanilan deneme gruplari karsilastirildiginda
canh agirhk, yem tiketimi, canh agirhk artisi, 6lim

orani ve yemden yararlanma bakimindan énemli bir
farklilik olmadigi goézlemlenmistir. Ancak % 0.20
dizeyinde HMB iceren yemi tiketen grup ile kontrol
grubunun canh agirliklari birbirine ok yakin olmasina
karsin %0.15 ve 0.25 HMB iceren yemi tiiketen
deneme gruplarinda besi sonu canli agirlk 55 g kadar

daha dusik olmustur.

Tablo 2. Deneme gruplarinin 42 giinliik ortalama besi performanslari.
Table 2. 42-day average growth performance of the experimental groups.

Kontrol grubu Deneme Gruplari p
Parametreler %0.2 metiyonin %0.15 HMB %0.20 HMB %0.25 HMB
X+£sX X+SX X+sSX X +sSX
Canh agirlik, g 2‘131' 38.88 2445.63 41.36 2506.91 9.08 2442.13 36.52 0.415
gftrl‘;: agg'r"k 2458.86 38.83 2403.70 41.83 2463.87 874  2399.58 3629  0.415
Toplamyem o002 7525 454739 5248 452356 3529 4387.33 72.86  0.286
tiketimi, g
Yemden
Yararlanma 1.809 002  1.893 003  1.83 001 189 003 0.171
orani (kg
yem/kg CAA)
Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemsizdir (P>0.05).
Tablo 3. Deneme gruplarinin karkas randimanlari ve bazi organlarin canli agirhga oranlari.
Table 3. Ratio of some organs to live weight and carcass yields of the experimental groups.
Kontrol grubu Deneme gruplari p
Karkas
Ozellikleri L
. %0.2 metiyonin %0.15 HMB %0.20 HMB %0.25 HMB
(Disi-Erkek
karisik)
X+sX X£sX X+sX X+sX
Karkas
Randimani, 73.02 0.46 72.41 0.31 73.26 0.42 72.64 0.44 0.469
%
GOgUs, 32.49a 0.37 30.99b 0.36 31.76ab 0.29 31.11b 0.42 0.018
2/100g CA . . . . . . . . .
(B::t' &/100e 547 030 2928 032 2928 036 2929  0.20 0.161
Kanat,
g/100g CA 8.14 0.14 8.15 0.09 8.17 0.18 8.31 0.08 0.766
Boyun,
3.71 0.09 3.88 0.09 3.99 0.11 3.84 0.10 0.261
g/100g CA
Karaciger, 2016 059 2160  1.17 2085 096 19.96  0.54 0.529
g/kg CA
Kalp, g/kg
CA 5.39 0.16 5.49 0.18 5.71 0.17 5.33 0.11 0.354
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Tablo 3. Deneme gruplarinin karkas randimanlari ve bazi organlarin canh agirhiga oranlari (Devami).
Table 3. Ratio of some organs to live weight and carcass yields of the experimental groups (Continues).

Kloaka yagi,

7.66 0.76 8.62 0.86 8.73 081  7.81 0.74 0.703
g/kg CA
Bursa
Fabricius, 1.71 0.11 1.50 0.20 1.56 016  1.84 0.14 0.443
g/kg CA
Dalak, g/kg 1.36 0.10 1.47 0.12 1.62 012  1.33 0.17 0.394
CA
z‘z\s"k'g/kg 1329 044 1292 043 1395 052 12.89  0.58 0.408

Farkli harf tasiyan degerlerde istatistik farklilik gorilmustir (P<0.05).

TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada yeme %0.15, 0.20 ve 0.25
diizeylerinde HMB katilmasi etlik piliclerde canli
agirhk, canh agirhk artisi, yem tiketimi ve yemden
yararlanma oranlarinda yemine metiyonin katilan
gruba gore onemli bir farkhlik yaratmamistir. Kontrol
grubuna en yakin sonuglar %0.20 HMB grubunda elde
fakat HMB’ %0.15 duzeylerinde

kullaniimasi da istatistik anlamda olumsuz bir sonug

edilmistir in
yaratmamistir. Yapilan bazi c¢alismalarda da DL-
metiyonin, HMB ve L-metiyoninin kullanilmasinin
canli agirhlk ve yemden vyararlanma oraninda
herhangi bir farklilik yaratmadig belirtilmektedir
(17,22,23).

Dipner ve ark. (13), bu calismada oldugu gibi
etlik piliclerde HMB ve DL-metiyonini normal
diizeylerde kullandiklarinda performans verilerinde
bir Bu

metiyonin kaynaklarinin gastro-intestinal sistemden

herhangi farka rastlamamustir. durum
emilerek L-metiyonine cevrildiginin gostergesidir
(1,3,6,8-10). Ancak Dipner ve ark. (13), her iki
metiyonin kaynagini yiksek diizeylerde kullandiginda
DL-metiyonin performans ve yem tiketimini olumsuz
etkilemesi dikkat gekici olmustur.

Bu galismada etlik pilic yemlerinde bulunmasi
gereken metiyonin dizeyleri gdz oniline alinmis,
metiyoninle ayni oranda ya da metiyoninden %25
daha disik ve %25 daha yiksek oranlarda HMB
kullanilmistir. Daha yiksek ya da daha disuk
oranlarda kullanilan diizeylerde birbirine ¢ok yakin
sonuglar elde edilmistir ve bu da istatistiki agidan bir
6nem %0.24  dizeyinde

tasimamaktadir. SIvI

metiyonin hidroksi analogu kullanilan galismada (24)
elde edilen sonuglar bu galismaya goére yakinhk
gostermektedir. Ancak Salary ve ark (25)larinin
yaptigl calismada, HMB diizeyi 22 — 42 ginlik
periyotta arttirildikga (0.450, 0.562 ve 0.675 g/kg)
canh agirhk artisinin da arttigi bildiriimektedir.
Ribeiro ve Penz’in yaptiklari calismada (26),
metiyonin kaynagi olarak DL-metiyonin ve HMB
kullanilmig; performans, karkas degerleri, nitrojen
HMB

iceren yemle beslenen grupta canli agirlik ve yemden

tutma, telafi blyumesi degerlendirilmistir.

yararlanma oraninin bu g¢alismanin aksine daha iyi
oldugu tespit edilmistir.
istatistik bir fark olmamasina karsin kontrol
grubundan sonra en iyi gégls eti randimani %0.20
HMB iceren yemi tiiketen grupta elde edilmistir.
istatistiki agidan bir farklilik olmamasina karsin en
ylksek sicak karkas randimani %0.20 HMB iceren
yemi tiiketen gruptan elde edilmis ve bunu kontrol
grubu takip etmistir. En dislk karkas randimani ise
istatistiki agidan bir farkhlik olmamasina karsin %0.15
HMB igerikli yemi tiketen grupta sekillenmistir.
Sonug olarak, %0.20 dizeylerinde HMB'in
etlik pilic yemlerinde metiyonin kaynag olarak
bir

neticesinde

kullanilmasinda olumsuz veriye

istatistiki

herhangi
rastlanmamistir.  Calisma
acidan bir farklihk olusturmayan canli agirlik, canl
agirhk artisi, yem tiiketimi ve yemden yararlanma
oranlari ayri ayri degerlendirilip ekonomik agidan bir
farklihk yaratip yaratmayacagi tespit edilebilir. Bunun
yani sira DL-metiyoninin HMB’ e gore piyasada daha

pahali olmasi da g6z 6nilinde bulundurulmahdir.
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Oz: Bu calismada, saglkl koyunlarda fluniksin meglumine ve meloksikam uygulamasinin koagulasyon profili iizerine
etkilerinin arastiriimasi amaglandi. Fiziksel muayene bulgulariyla birlikte hemogram ve biyokimyasal verileri fizyolojik sinirlar
icerisinde olan hayvanlar galisma kapsamina alinip gruplar igerisine rastgele dagitildi. Bu ¢alismada, saglikli koyunlar Grup 1
(n=7) ve Grup 2 (n=7) olmak uzere iki guruba ayrildi. Grup 1’ deki koyunlara fluniksin meglumin 2.2 mg/kg/gtin dozunda
intramuskdler, Grup 2’ deki hayvanlara da meloksikam 0.5 mg/kg/gtin dozunda subkutan olarak ilk 3 giin boyunca uygulandi.
Her iki gruptaki hayvanlarin koagulasyon profillerinin [protrombin zamani (PT), aktive edilmis tromboplastin zamani (APTT),
fibrinojen (FIB) konsantrasyonu] ve trombosit (PLT) sayiminin belirlenebilmesi igin vena jugularis’den 0. saat, 3. saat, 6. saat,
12. saat, 24. saat, 2. gln, 3. giin, 6. gin, 12. giin ve 24. glinde kan 6rnekleri sodyum sitratl ve etilendiamin tetraasetikasit
(EDTA)’ I tiiplere 2’ ser ml alindi. Non-steroid antienflamatuar ilaglardan fluniksin meglumin ve meloksikam ile tedavi edilen
koyunlarda zamana bagl olarak FIB ve PLT konsantrasyonlarinda azalma, PT seviyelerinde ise uzamanin oldugu ve bu
degisikliklerin istatistiksel agidan 6nemli oldugu belirlendi. Gruplar arasinda hemostatik degisiklikler agisindan istatistiksel
olarak belirgin bir farkin olmadigi belirlendi. Sonug olarak NSAIi’ lerden fluniksin meglumin ve meloksikam ile tedavi edilen
koyunlarda konvansiyonel rutin hemostatik degisikliklerden FIB, PLT, PT, diizeylerinin dikkatle takibi alinmasi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Fluniksin meglumin, Koagulasyon profili, Koyun, Meloksikam, Trombosit.

Investigation of the Effects of Flunixine Meglumine and Meloxycam

Administration on Coagulation Profiles in Healthy Sheep

Abstract: In this study, it was aimed to investigate the effects of flunixin meglumine and meloxicam application on coagulation
profile in healthy sheep. Animals with physical examination findings and hemogram and biochemical data within physiological
limits were included in the study and randomly distributed among the groups. Healthy sheep were divided into two groups,
Group 1 (n=7) and Group 2 (n=7). In this study, groups 1 and 2 were given intramuscular injections of flunixin meglumin at a
dose of 2.2 mg/kg/day and subcutaneous injections of 0.5 mg/kg/day of meloxicam for the first 3 days. 0 hours, 3 hours, 6
hours, 12 hours, 24 hours from vena jugularis to determine the platelet count [prothrombin time (PT), activated
thromboplastin time (APTT), fibrinogen (FIB) concentration] and platelet (PLT) count of coagulation profiles of animals in both
groups on day 1, day 2, day 3, day 6, day 12 and day 24 blood samples were taken with sodium citrate and 2 pul of
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA). NSAIDs were found to have a significant decreases in FIB concentrations and PLT
counts, prolonged PT levels in sheep treated with flunixine and meloxicam. There was no statistically significant difference in
hemostatic changes between the groups. In conclusion, it was concluded from the NSAIDs that flunixin meglumin and
meloxicam treated sheep were carefully followed by conventional routine hemostatic changes of PLT, PT, FIB levels.

Keywords: Coagulation profile, Flunixin meglumin, Meloxicam, Sheep, Thrombocyte.
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GiRIS

N

antipiretik ve inflamasyon onleyici etkileri olan bir

ikotinik asit tlirevi non-steroid antienflamatuar
(NSAIi) ilaglardan fluniksin meglumin aneljezik,

ilagtir. Aneljezik etkisini, duyarli agri reseptorlerini
mekanik ya da kimyasal yolla uyaran maddeleri bloke
sentezini  durdurarak

edip prostoglandin agri

impulslarini  bloke etmesi ile saglar. Fluniksin
meglumin gesitli hayvan tirlerinde genel olarak
hipertermide, iskelet-kas sistemi inflamasyonunda,
endotoksemi ile iliskili yangilarda, i¢ organlarda diiz
kas kasilmalari sonucu ortaya c¢ikan agrilarda ve
septisemide kullaniimaktadir (1,2).

Oksikam grubu enolik asit tirevi olan
meloksikam NSAIi grubu bir ilagtir. Agri kesici, yangi
Onleyici ve ates disurici etkilerini segici olarak COX-
2 enzimini bloke ederek gosterir. Segici olarak COX-2
enzimini inhibe eden meloksikam COX-2 enzimi igin
spesifik degildir. ilag tedavi edici dozlarda kullanildig
zaman COX- 2 enzimini segici olarak inhibe ettigi
ancak doz asimi durumunda ise bu segiciliginin
azaldigi bildirilmistir (3).

Non-steroid antienflamatuar olan bu ilaglarin
ozellikle kronik ortopedik agrilarin giderilmesinde
yaygin bir sekilde kullanildigl ancak gastrointestinal
sistem basta olmak Uzere, karaciger, bobrek ve
trombosit agregasyonlari ve koagulasyon profillerine
olan etkileri goz ondne alindiginda tekrarlayan
da dikkatli

belirtiimektedir (4). Yapilan literatlr incelemelerinde

uygulamalarin olunmasi  gerektigi
képeklerde farkli NSAIi kullanimi ile iliskili rutin

konvansiyonel hemostatik degisimlerin belirtildigi

calismalara rastlanmakta iken (5,6) ruminant
hekimliginde ozellikle de koyunlarda s6z konusu
ilaglarin degerlendirildigi bir calismaya

rastlanilmamigtir.
Bu calismada, koyunlarda enfeksiy6z ve non-
enfeksiydz bircok hastalikta kullanim alani bulan

Fluniksin meglumine ve meloksikamin koagulasyon

profili  lzerine olan etkilerinin  belirlenmesi
amaglanmistir.
MATERYAL ve METOT
Hayvan Materyali
Arastirmanin  hayvan  materyalini  Adnan

Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Koyunculuk

Unitesinde bulunan 12-14 ayhk yasta 30-40 kg canli
agirhga sahip klinik ve laboratuvar muayene (tam kan
sayimi ve serum biyokimyasal bulgularina) bulgulari
1siginda saglkh oldugu belirlenen karya irki 14 koyun
olusturdu. Hayvanlarin ¢alisma siiresince besleme
rejimleri degistiriimeden toplam karisim rasyonu ve
adlibitum su ile bakim yonetimleri saglandi. So6z
konusu arastirma Adnan Menderes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu” nun
64583101/2016/77 nolu izni ile gergeklestirilmistir.

Calisma Dizayni ve Orneklerin Alinmasi

Calisma kapsamina alinan hayvanlar fluniksin
meglumin ve meloksikam uygulamalarinin yapilacagi
(n=7) sekilde rastgele 6rnekleme yontemi ile 2 gruba
ayrildi. Grup 1’deki hayvanlara fluniksin meglumine
2.2 mg/kg/giin dozunda intramuskdler, Grup 2’deki
hayvanlara ise meloksikam 0.5 mg/kg/giin dozunda
subkutan ilk 3 gin boyunca (24 saat ara ile)
uygulandi. Her iki gruptaki hayvanlarin koagulasyon
profillerinin [protrombin zamani (PT), aktive edilmis
(APTT), (FIB)

ve trombosit sayiminin

tromboplastin  zamani fibrinojen
(PLT)

belirlenebilmesii¢in vena jugularis’den 0.saat, 3.saat,

konsantrasyonul]

6.saat, 12.saat, 24.saat, 2.gun, 3. glin, 6. glin, 12.gln
ve 24.glinde kan 6rnekleri sitrath ve EDTA’ |1 tiplere
2’ ser ml alindi.

Sodyum sitratl tiplere alinan kan 6rnekleri kan
alimi islemini takiben 3000 devir / dk’ da santrifiij
edilip PT, APTT FIB

ve konsantrasyonlari

mikrokoagulometre (Finecare, Wondfo Biotech, Cin
Bejing Precil) ile olguldi. EDTA’ Ii tiplere alinan kan
orneklerinde ise PLT sayilari tam kan sayim cihazi

(Coulter —Abacus Junior Vet, Macaristan) ile 6lgtlda.

istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen sayisal verilerin

tanimlayici istatistikleri ve homojenite testleri
Shapiro Wilk analizine gore belirlendikten sonra
normal dagilim gbéstermeyen verilere logaritmik
transformasyon islemi gerceklestirildi. Meloksikam
ve Fluniksin meglumine uygulanan gruplardaki grup,

zaman ve grup zaman iliskisi agisindan istatistiksel
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farkliliklarin belirlenmesi igin parametrik testlerden
Tekrarlayan Olgiimler Varyans Analizi (ANOVA)’inden
yararlanildi. Elde edilen istatistiksel sonuglar non-
parametrik Kruskall-Wallis (ikili etkilesimler) testi
sonuglari ile karsilastirilarak saglamalari yapildi. Tiim
istatistiksel analizlerde SPSS (Anonymous, Statistcs
22)
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

paket programi kullanilarak P<0.05 degeri

BULGULAR

Fluniksin meglumine (Grup 1) ve meloksikam

1)

degisimlerin grup ve grup-zaman iliskisi acisindan

(Grup uygulanan gruplarda PLT sayisindaki
istatistiksel anlamh bir farkliligin bulunmadigl ancak
bir
Grup " deki
hayvanlarin PLT sayisi 3. saate (398.00 = 182.05
mg/dl) gére 24. saatte (215.57 + 107.24 mg/dl),
benzer sekilde 72. saate (453.14 + 198.18 mg/dl) gére
6. glinde de (255.42 + 132.11 mg/dl) dustugi ve bu

azaliglarin istatistiksel olarak énemli diizeyde anlamh

zaman iliskisi agisindan istatistiksel anlamh

farkliigin - bulundugu belirlendi.

oldugu bulunmustur. Grup I’ deki hayvanlarin PLT
sayisi 3. saate (414.28 £ 129.12 mg/dl) gore 12. saatte
(244.28 + 159.02 mg/dl), benzer sekilde 72. saate
(618.14 + 175.54 mg/dl) gore 6. giinde de (383.57
287.90 mg/dl) disttigi ve bu azahslann istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde anlamli oldugu bulunmustur
(Sekil 1).

PLT
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Sekil 1. Gruplarda trombosit sayilarinin zamana bagli
degisimleri.

Figure 1. Time related changes of trombocyte counts
in groups.

Her iki uygulama grubunda bulunan hayvanlarin
protrombin zamanlarinda da trombosit sayilarina

benzer sekilde grup ve grup-zaman iliskisi agisindan

istatistiksel anlamh bir farkliligin bulunmadigl ancak

zaman iliskisi agisindan sekillenen degisimlerin

istatistiksel anlamh oldugu belirlendi. Fluniksin
meglumin uygulanan Grup | deki hayvanlarin PT’ nin
uygulama 6ncesine gore (11.37 £+ 1.49 sn) 6. saat
olglimlerinde (16.46 + 3.71 sn) istatistiksel diizeyde
uzadigi belirlendi. S6z konusu grupta ki hayvanlarin
PT'nin uygulama oOncesi 0. saate (11.37 + 1.49 sn)
gore 24. ginde (19.9 8+ 4.50 sn) ve 12. giin (11.41
0.99 sn) ile 24. giin (19.98+ 4.50 sn) arasindaki
olgiimlerinde istatistiksel anlamda uzamalarin oldugu
tespit edildi. Meloksikam uygulanan Grup II' de
bulunan hayvanlar da PT'de ilk 24 saate kadar
zamana bagh istatistiksel anlamh degisimlerin
bulunmadigi, 24. saatte olgilen (12.01 £ 7.20) seviye
ile 48. (7.70 + 0.67) arasinda

istatistiksel olarak 6nemli diizeyde azalmanin oldugu

saat olglimleri

belirlendi. S6z konusu gruptaki 48. saat 6l¢cimii (7.70
+ 0.67) ile 6. glin arasinda yapilan 6lgiimde (16.31
4.25) PT’ de belirgin bir artisin oldugu ve bu artisin

istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlendi (Sekil 2).

Protrombin zamani (sn)
30

25

Meloksikam

Fluniksin

H

0.saat
3.saat
6.5aat

12 saat
24 saat
48 saat
72 saat

6.gln
12.gln
24.gln

PT

Sekil 2. Gruplarda Protrombin siiresinin zamana bagl
degisimleri.

Figure 2. Time related changes of Protrombine time
in groups.

Fluniksin meglumine ve meloksikam

APTT deki

degerlendirildiginde grup, zaman ve grup-zaman

gruplarinda degisimler
iliskisi agisindan istatistiksel anlamli bir farkliligin

bulunmadigi  belirlendi.  Fluniksin ~ meglumin
uygulanan grupta ki hayvanlarda APTT’ nin uygulama
oncesi 0. saate (19.28 * 2.98 sn) gore 12. saatte
(26.31 £ 8.63 sn), benzer sekilde 48. saate (20.11 +
2.68 sn) gore 6. ginde de uzadigl (24.91 + 3.55 sn)
ancak bu degisimin

istatistiksel olarak anlamli
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olmadigi belirlendi. Meloksikam uygulanan grupta ki
hayvanlarda APTT’nin 0. saate (23.22 + 5.32 sn) gore
3. saatte (26.15 £ 4.03 sn), benzer sekilde 72. saate
(23.78 £ 6.27 sn) gore 6. giinde de (36.35 + 19.70 sn)
bu
istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (Sekil
3).

uzama gosterdigi  ancak degisimlerinde

Aktive edilmis tromboplastin zamani (sn)
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APTT

Sekil 3. Gruplarda Aktive edilmis tromboplastin
suresinin zamana baglh degisimleri.

Figure 3. Time related changes
tromboplastine time levels in groups.

in Activated

iki da FIB
konsantrasyonundaki degisimlerin grup ve grup-
bir

farkhhgin bulunmadigi ancak zaman iliskisi agisindan

Her uygulama grubunda

zaman iliskisi agisindan istatistiksel anlamh

istatistiksel agidan anlamli bir farkliigin bulundugu

belirlendi. Fluniksin meglumin uygulanan grupta ki

hayvanlarin ~ FIB  konsantrasyonlari  uygulama
Oncesine (244.09 + 76.57 mg/dl) gére 3. saatte
(228.92 + 52.17 mg/dl), 6. saate (284.00 #

55.09mg/dl) gore 12. saatte (150.62 + 51.1 mg/dl) ve
48. saate (667.51 *+ 184.66 mg/dl) gbre 72. saatte
(176.37 + 65.16 mg/dl) istatistiksel olarak onemli
diizeyde azaldigi belirlendi. Benzer sekilde FIB
konsantrasyonun 12. giine (206.74 = 45.89 mg/dl)
gore 24. giinde de (139.56 + 21.86 mg/dl) dustigu ve
bu azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit
ki

uygulama

Meloksikam
hayvanlarin  FIB  konsantrasyonlari
Oncesine (290.55 + 102.5 mg/dl) gére 3. saatte
(174.21 £53.4 mg/dl), 6. saate (320.97 + 89.65 mg/dl)
gbre 12. saatte (237.14 + 96.47 mg/dl) ve 24. saate
(320.37 £ 89.1 mg/dl) gbre 72. saatte (177.7 + 66.93

mg/dl) istatistiksel olarak énemli diizeyde azaldigi

edilmistir. uygulanan grupta

belirlendi. Benzer sekilde FIB konsantrasyonun 12.

giine (309.54 + 87.54 mg/dl) gbre 24. giinde de
(137.24 +
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (Sekil
4).

35.97 mg/dl) dustigi ve bu azahsin

Fibrinojen konsantrasyonu (mg/dl)
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Sekil 4. Gruplarda
bagli degisimleri.
Figure 4. Time related changes of Fibrinogen levels in
groups.

Fibrinojen seviyelerinin zamana

TARTISMA ve SONUC

Non-steroid antienflamatuar ilaglar (NSAIi)
analjezik ve anti-inflamatuar etkilerinden dolayi
veteriner hekimlikte yaygin olarak kullanilan ilaglardir
(7,8). NSAIi’ ler COX enziminin etkisini engelleyerek
ya da ona baglanarak prostoglandin Uretimini bloke
etmekte ve bunun sonucu olarak da agri kesici, ates
disurici ve yangi giderici etkilerini gosterirler (3). Bu
ilaglarin baslangicta kopeklerin osteoarthritisinin
tedavisinde, daha sonrada ruminant yetistiriciliginde
gerek enfeksiyoz gerekse non enfeksiydéz metabolik
hastaliklarin 6énlenmesinde kullanim alani buldugu
rapor edilmistir (9,10). Sigirlarda o6zellikle fluniksin
meglumin solunum yolu hastaligi, endotoksik sok ve
mastitis, atlarda kolik sagaltiminda, koyunlarda
mastitis ve gebelik toksemisinin dnlenmesinde de
kullanilan giigli bir NSAil olarak kullaniimaktadir
(9,11,12). Meloksikam oksikam grubu enolik asit
yangi bir

antiinflamatuar ve antipiretik etkilerini segici olarak

tlrevi onleyici ilagtir.  Analjezik,
COX-2 enzimini inhibe ederek gosterir. (3). Flunixin
meglumine gére meloksikamin veteriner hekimlikte
farkh hayvan tirlerinde kullanilmasina yonelik daha
sinirll sayida calismalar bulunmaktadir. NSAIi’ lerin
kullanimi insanlardaki durumun aksine hayvanlarda

yan etki olarak kardiyovaskiler tromboemboli ve
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miyokardiyal infarktusa yol agmadigi rapor edilmistir
(13). Fluniksin meglumin gibi NSAII’ ler COX-1
enzimini inhibe ederek trombositlerin kiimelesmesini
engellemekle birlikte, tromboksan A: sentezini de
bloke ederek antitrombositik etkiye ve kanama
siiresinde uzamaya neden olabilirler (7). Hayvanlar
arasinda ozellikle saglhkli kopeklerde NSAii’lerin
kullaniimasinin hemostatik anormalliklerin
degerlendirilmesi Uzerine sinirl sayida c¢alismalar
literatiirde yerini almasina ragmen koyunlarda NSAIl’
lerin  kullaniminin  hemostaz (izerine etkinligini
bildiren g¢alismaya rastlaniimamistir. Yapilan diger
calismalarda, NSAIl" lerin kullaniminin trombosit
agregasyonunda azalma sonucu sistemik kanama
egiliminde artisa neden olabildigi rapor edilmistir
(10,14). Bu calismada, saghkli koyunlarda fluniksin
meglumin ve meloksikam uygulamasinin hemostatik
degisikliklerden PLT, PT, APTT degerleri ve FIB
konsantrasyonu lizerine etkileri degerlendirildi. insan
ve képeklerde NSAII’ lerin hemostatik degisiklikler
Gzerine etkinlikleri rapor edilmesine ragmen
koyunlarda s6zi edilen bu ilaglarin hemostaz lizerine
bir

Trombosit

etkinligini  gosteren literatir  bilgisine

rastlanilmamigtir. sayisinda azalma;
yetersiz trombosit tretimi, immun sistemin tahribati,
trombosit tiiketiminin artmasi, trombositlerin yasam
siirelerinin  azalmasi, trombositlerin  dalaktan
ayrilmasi ve uygulanan ilaglara bagli olusabilmekte ve
da

olabilmektedir. (15-17). Veteriner alanda yapilan

buna bagh olarak mortaliteye  neden
calismalarda, birgok kardiyovaskiiler ilaglarin yaninda
NSAIl’ ler, kemoterapétik maddeler, antiviral ilaclar,
antikonvulsanlar, 6strojenik bilesikler, antimikrobik
maddelere bagh olarak da
sekillenebildigi rapor edilmistir (16,18,19). NSAIi’ ler
inhibe A2

olusumunu engeller. Bu ilaglar, tromboksana bagli

trombositopeninin

COX enzimini ederek tromboksan

trombosit agregasyonunu bozarak sistemik bir

kanama egilimini predispoze ederek kanama
siiresinin uzamasina neden olur (20). Bu ¢alismada,
Fluniksin meglumin uygulanan grupta ki hayvanlarin
PLT sayisi 3. saat (398.00 + 182.05 mg/dl) ile 24. saat
(215.57 £ 107.24 mg/dl) arasinda, benzer sekilde 72.
saat (453.14 + 198.18 mg/dl) ile 6. giin (255.42 *

132.11 mg/dl) arasinda dustugiu ve bu azalmanin

istatistiksel ~ olarak  6nemli dlzeyde oldugu
birlikte,
uygulanan saglikli koyunlarda 3. saat (414.28 +
129.12 mg/dl) ile 12. saat (244.28 + 159.02 mg/dl)
arasinda ve 72. saat (618.14 + 175.54 mg/dl) ile 6.
gunler (383.57 + 287.90 mg/dl) arasinda PLT sayisinin

istatistiksel

belirlenmistir.  Bununla meloksikam

olarak 6nemli dlzeyde azaldig
belirlenmistir. Bu durum arastiricilarin bulgulariyla
benzerlik gostermektedir (16,19-20).

Kanama temayulli olan insan ve hayvanlarda
sekonder hemostazin degerlendirilmesinde PT ve
APTT yaygin olarak kullanilan koagulasyon olgim
parametrelerindendir (14). insan, domuz, rat, koyun
ve kopek koagulasyon olgimleri Gzerine yapilan
bircok ¢alismada, koyun ve insan koagulasyon testleri
arasinda benzerlik oldugu rapor edilmistir (21).
Ayrica, vyapilan son c¢alismalar koagiilasyon
bozukluklari igin bir model olarak koyun kullanimini
destekler niteliktedir. Bu ¢alismada da koagulasyon
profillerindeki benzerliklerden ve insan galismalari
icin model hayvan olarak kullanilmasindan dolayi
hayvan materyali olarak koyun segilmistir. insan ve
koyun koaglilasyonunda benzerlik olmasina ragmen,
koyun sekonder hemostazi farkliliklar gésterdiginden
dolayi bu farkliliklarin arastirilmasinin gerekli oldugu
bildirilmektedir (22). Nitekim saghkli farkh irktaki
koyunlarda koagulasyon testlerinden PT, APTT ve FIB
dizeyleri Gzerine yapilan ¢alismalarda, PT’ nin 14.7
1.2 (23) ile 624250 saniye, APTT'nin 29.2 + 3.2 (24) ile
41.1% 8.7 saniye (25), FIB’inise 3.7+ 1.1ile 4.4+ 0.6
g/L (25) arasinda oldugu rapor edilmistir (21).

Kanama temayilliniin belirlenmesine yodnelik
yapilan bir calismada, karprofen verilen kopeklerde
sagaltim 6ncesine gore sagaltim sonrasi 5. 7. ve 12.
ginlerde APTT degerlerinde 6nemli diizeyde artisin
olustugu belirlenmistir (14). Diger bir calismada ise
doksisiklin, amoksisilin, sefaleksin ve enrofloksasin
uygulanan kodpeklerde PT ve APTT siresinin hafif
diizeyde uzadigl tespit edilmistir (26). Bu ¢alismada,
fluniksin

PT degerlendirmelerinde tekrarlayan

meglumin uygulamasinin  meloxicam grubunda
bulunan hayvanlara kiyasla, 12. saat ile 12. giin
arasindaki slrede istatistiksel anlaml degisimlere
Ancak meloksikam

24,

neden olmadigl belirlendi.

grubunda bulunan koyunlarin saatteki 2.
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uygulamadan sonraki 48. saatlik dlgiimlerinde PT'de

onemli dlzeyde azalmanin olustugu benzer
azalmalarin fluniksin grubunda bulunan koyunlarda
istatistiksel Gnem tasimadigl ve meloksikam grubuna
gore daha disiik seviyede oldugu belirlendi. Bu
durumun NSAIii olan meloksikam’ n segici COX-2
enzim inhibisyonu 6zelliklerinden kaynaklandigi
disinilmektedir. Bu g¢alismada. 3 defa fluniksin
meglumin uygulanan koyunlarda APTT’ nin uygulama
oncesi 0. saate gore 12. saatte ve 48. saate gore 6.
ginde de wuzadigi; benzer sekilde meloksikam
uygulanan koyunlarda 3 guinliik uygulama sonucunda
belirli zaman dilimlerinde de APTT degerlerinde
uzamalarin  goraldigid, ancak bu degisimlerin
istatistiksel diizeyde dnemli olmadigi belirlenmistir.
Bu durum arastiricilarin NSAIi’ lerin farklh tiirdeki
hayvanlarda uygulanmasiyla elde edilen bulgularla
benzerlik géstermektedir (10).

Glikoprotein  yapisindaki  FIB,
tarafindan sentezlenir ve kan koagtilasyonu sirasinda
(27).

Pihtilasma kaskadindaki en dnemli faktorlerden biri

karaciger

trombin tarafindan fibrine donustaraltr
olan plazma FIB konsantrasyonu enfeksiyonlar,
hemodinamik bozukluklar, kardiyak, akciger ve aortik
hastaliklar ve maligniteler gibi klinik bozukluklarda
akut faz reaksiyonu olarak yikselebilir (28). FIB
NSAIi’

belirlenmesine yonelik veteriner alanda yapilan

diizeyleri  lizerine lerin  etkilerinin

¢alismalarin sayisinin az oldugu rapor edilmistir (10,
14).

yonelik yapilan bir calismada, meloksikam uygulanan

Nitekim kanama egiliminin belirlenmesine

saglikh kopeklerde FIB konsantrasyonunda 6nemli
diizeyde bir azalmanin olustugu ancak bu azalmanin
referans degerleri arasinda oldugu rapor edilmistir.
Bu durum NSAIl’ COX

inhibisyonunu engellemesiyle iliskilendirilmektedir

lerin  uygulanmasinin

(10). Yapilan diger bir calismada ise, saglkli képeklere
takiben FIB
bir  degisikligin

karprofen uygulamasini

konsantrasyonunda onemli
olusmadigi tespit edilmistir (14).
Bu FIB

degerlendirilmesinde  fluniksin

¢alismada, konsantrasyonlarinin

meglumin  ve

meloksikamin tekrarlayan uygulamalarinin  farkh

zaman araliklarinda azalmalara neden oldugu

belirlendi. Fluniksin megluminin ilk uygulamasini

takiben 3. saat (228.92 + 52.17 mg/dl) ve 12. saatte
(150.62 + 51.1 mg/dl) uygulama Oncesi 0. saat
(244.09 * 76.57 mg/dl) degerlere kiyasla anlamh
diizeyde azaldigi belirlendi. ikinci doz (24. saat)
48.

bakildiginda fluniksin megluminin FIB dizeyleri

uygulama ile saatteki son uygulamaya

Gzerine anlamh bir degisim meydana getirmedigi
gorildu. Ancak 48. saatteki 3. doz uygulamadan
sonra FIB diizeyinin (343.85 + 75.11) anlamh bir
sekilde azaldigi ve galismanin son giinine kadar ihmli
degisimler ile benzer seviyelerde seyir ettigi
belirlendi. Meloksikam uygulama grubunda bulunan
hayvanlarin FIB diizeylerindeki degisimlerin Fluniksin
meglumine uygulama grubuna benzer
degisimler gosterdigi ancak 24. (320.37 £ 89.1 mg/dl)
ve 48. saatte (177.7 = 66.93 mg/dl) fluniksin

meglumin grubunda zaman bagl istatistiksel 6nemi

gore

olmayan degisimin, meloksikam grubunda bulunan

hayvanlarda istatistiksel olarak anlamli diizeyde

azaldigi, bu azalmanin her iki grup arasinda farklilik

gostermedigi belirlendi. Bu ¢alismada, fluniksin

meglumine ve meloksikam uygulanan saglikli

koyunlarin FIB konsantrasyonlarinda ki azalma
arastiricilarin galismalariyla benzerlik gostermektedir

(10).

Sonu¢ olarak koyunlarda  NSAil" lerin
uygulanmasini takiben hemostatik degisimlerinin
degerlendirildigi bu c¢alismadan elde edilen

bulgularin séz konusu ilaglar ile sagaltima alinan

koyunlarda rutin  hemostatik
degisikliklerden PLT, PT, FIB duzeylerinin dikkatle

takip edilmesi gerektigi kanisina varildi.
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Oz: Bu calismada, Erzurum vyéresinde vyetistirilen sigirlarin  akcigerlerinde Parainfluenza-3 (PI-3) etkeninin
immunohistokimyasal olarak varliginin ve yayginhginin arastirilmasi amaclanmistir. Bu amagla, Erzurum ilinde faaliyet
gosteren kesimhanelerde kesimi yapilan 600 sigira ait akciger 6rnegi toplanarak incelendi ve makroskobik olarak 75 (%12.5)
akciger 6rneginde pnomoni bulgusuna rastlandi. Makroskobik olarak incelenen bu akcigerlerin histopatolojik incelemesinde
58 intersitisyel pndmoni, 10 bronkointersitisyel pndmoni, 2 kataral bronkopndmoni, 2 fibrinli pnédmoni ve 3 granulomatoéz
pnémoni olgusu gozlendi. Pndmoni saptanan akciger kesitlerine PI- 3 virusu ydniinden immunohistokimyasal boyama yapildi
ve 7 (%9.33) akciger drneginde immunpodzitiflikler belirlendi. immiinpozitifliklere intersitisyel pnémoni gézlenen 6 (%10.34),
bronkointersitisyel pnémoni gézlenen 1 (%10) akciger 6rneginde rastlandi. PI-3 viral antijeni pozitif olan akcigerlerde
immunpozitifliklere brons ve bronsiyol epitellerinin sitoplazmasinda, bronsiyol gevresindeki bronsiyoalveolar lenfoid
dokudaki (BALT) yangi hicrelerinde, alveollerde, intersitisyel alandaki makrofajlarda rastlandi. Ayrica bu pozitiflikler
bronkointersitisyel pnédmoni gozlenen akciger érneklerinde bronsiyol Iimenindeki yangisal eksudatta gozlendi. Sonug olarak;
Erzurum yoresindeki sigirlarda pnéomoni olusturan etkenler icerisinde PI-3 viral antijen varliginin 6nemli bir yere sahip oldugu
belirlenmis ve sigirlardaki solunum sistemi hastalik kompleksine karsi yapilan koruma ve tedavi yontemlerinde bu etkenin goz
ardi edilmemesi gerektigi diistintlmistar.

Anahtar Kelimeler: immunohistokimya, Parainfluenza-3, Pnémoni, Sigir.

The Determination of Parainfluenza-3 Viral Antigens Using
Immunohistochemical Methods in Cattle Lungs in Erzurum Region

Abstract: The aim of this study was to investigate immunohistochemically the presence and the prevalence of Parainfluenza-
3 (PI-3) in the lungs of cattle breeding in the Erzurum region. For this aim, the lung samples of 600 cattle slaughtered in
abattoirs in Erzurum province were examined by collecting and pneumonia was macroscopically observed in 75 (12.5%) lung
samples. 58 interstitial pneumonia, 10 broncho-interstitial pneumonia, 2 catarrhal pneumonia, 2 fibrinous pneumonia, and 3
granulomatous pneumonia were observed in the histopathological evaluation of these lungs examined macroscopically.
Immunohistochemical staining was performed to pneumonia detected lung sections in terms of PI/-3 virus and
immunopositivity was detected in 7 (9.33%) lung samples. Immunopositivity was observed in 6 (10.34%) interstitial
pneumonia and 1 (10%) broncho-interstitial pneumonia in lung samples. Immunopositivity in the lungs which were positive
for PI-3 viral antigens was found in the cytoplasm of bronchi and bronchioles epithelium, in inflammation cells in bronchus-
associated lymphoid tissue (BALT) around bronchioles, in the alveoli, in the macrophages in the interstitial area. Furthermore,
these positivities were observed in the inflammatory exudate in the bronchial lumen in the broncho-interstitial pneumonia
lung samples. In conclusion, it was determined that the presence of PI-3 viral antigens has an important place in agents which
occur pneumonia in cattle in Erzurum region and it is thought that this agent should not be ignored in the protection and
treatment methods against the bovine respiratory disease complex.

Keywords: Cattle, Immunohistochemistry, Parainfluenza-3, Pneumonia.
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P

alir (1-3). Bakteriyel, paraziter, mikoplazmal gibi

némonilLER sigirlarda ekonomik kayiplara

neden olan en dnemli hastaliklar arasinda yer

etkenlerin yaninda, viral etkenler de pndmoniye
neden olabilmektedirler (4,5). Bovine respiratory
syncytial virus (BRSV), bovine herpesvirus-1 (BoHV-1),
(BVDV),

bovine adenovirus,

bovine viral diarrhoea virus bovine

coronavirus (BoCV), bovine
enterovirus 1, 2, 3, bovine rinovirus 1 ve 2, bovine
reovirus’a ilave olarak bovine parainfluenza-3 (PI-3)
virusta sigirlarda pnémoni sebebi olarak bildirilmistir
(6-10).

Paramyxoviridae ailesinde Paramyxovirinae alt
ailesinin Respivirus genusuna ait olan PI-3 geng ve
eriskin sigirlarda bilinen viral solunum sistemi
patojenlerinin en 6énemlilerinden birisi olarak kabul
edilir (11-15). Enfeksiyonun kaynagini sekresyonlari
ile cevreye viris sagan PI-3 ile enfekte hasta
hayvanlar olusturmaktadir. Bazi siddetli olgularda
intersitisyel pndomoni gozlenebilir (16). Sigirlarda
primer viral sekonder

enfeksiyonu bakteriyel

enfeksiyonlar takip eder ve sonucunda 6lim
sekillenebilir (17).

Parainfluenza-3 virus varliginin saptanmasinda
altin standart virls izolasyon yodntemidir. Bunun
(HA  test),

hemagglutinasyon inhibisyon testi (HI test), enzyme-

yaninda hemagglutinasyon testi
linked immunsorbent assay (ELISA) testi ve direkt

yada indirekt immunfloresan boyama,
immunohistokimyasal boyama gibi bazi yontemlerde
virusun tespit edilmesinde kullaniimaktadir (18,19).
Pnomonili akcigerlerde hematoksilen eozin boyama
yontemi ile PI-3’Un teshisi yapilamadigindan dolayi
enfeksiyonun dogrulayici teshisinin yapilabilmesi icin
enfekte hayvanlarin serum 6rneklerinden viral
antijenlere karsi antikorlarin belirlenmesi ya da alt
solunum yollarindan immunohistokimyasal yéntemle
etkenin belirlenmesi gereklidir (20-22).

Bu calismada; Erzurum yoéresinde pndmonili
sigir akcigerlerinde Parainfluenza-3 viral antijen
varhginin ve vyayginhginin immunohistokimyasal

yontemlerle tespit edilmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT
Hayvan Materyali

Bu calismada materyal olarak, 2014-2016 yillari
arasinda Erzurum ilinde kesimhanelerde kesimi
yapilan 600 sigira ait akciger 6rneginin makroskobik
muayeneleri sonucunda pndémoni saptanan 75 sigir
(Etik Kurul Karar No:

akciger ornegi incelendi

2016/2).

Histopatolojik inceleme

Alinan akciger 6rnekleri %10’ luk nétral formalin
sollisyonunda tespit edilerek rutin alkol-ksilol takip
siirecinden sonra parafin bloklara alindi. Dokulardan
5 um kahnhginda kesitler alindi ve Hematoksilen-
Eosin ile boyanarak isitk mikroskobunda incelendi
(23).

pndémoniler tanimlandi ve siniflandirildi (5).

GoOzlenen  mikroskobik  bulgulara gore

immiinhistokimyasal inceleme

Bu amagla polilisinli lamlara alinan 5 um’ lik
kesitler ksilol ve alkol serilerinden gegirildi. Kesitler
PBS ile yikandiktan sonra %3’lik H202" de 10 dk.
tutularak endojen peroksidaz inaktivasyonu saglandi.
Dokulardaki antijeni agiga ¢ikarmak icin antijen
retrieval solisyonu ile 2x5 dk 500 watt’ da muamele
edildi. Daha sonra PBS ile yikanan dokular Mouse
anti-P13 (Monoklonal antikor, Biox, Jemelle-Belgika,
Bio290) ile 37° C de 1/100 dilusyon oraninda 30 dk.
siireyle inkubasyona birakildi. inkubasyon sonunda
PBS ile yikanan dokularda sekonder kit olarak EXPOSE
Mouse and Rabbit Specific HRP/DAP Detection IHC
Kit (Abcam, Katalog no. ab80436) Uretici firmanin
onerdigi sekilde kullanildi. Kromojen olarak 3,3
diaminobenzidine (DAB) kullanildi. Yikama sonunda
Mayer’s hematoksilen ile zit boyama yapildi. Kesitler
Gzerine entellan damlatilarak 1sik mikroskobunda
(OLYMPUS BX51, OLYMPUS DP72-Kamera Atagmani,

Japan) incelendi.
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BULGULAR
Makroskobik Bulgular

Makroskobik olarak 600
akcigerinin 75’inde (%12.5) degisik tipte pndomoni

incelenen sigir

bulgusuna rastlandi.

Histopatolojik Bulgular

Makroskobik

akcigerlerin

olarak pnémoni saptanan

mikroskobik incelenmesi ile

pnémonilerin tipleri belirlendi. Olgularin 58’inde
10’unda (%13.33)
bronkointersitisyel pnémoni, 2’sinde (%2.67) kataral
2’sinde (%2.67) fibrinli pnémoni,

3’Unde (%4) granulomatdz pndmoni tespit edildi.

(%77.33) intersitisyel pnomoni,

bronkopnémoni,

345

/l/ 'h!‘d l‘- LN

immiinhistokimyasal Bulgular

PI-3  viral

pnémoni

immiinhistokimyasal boyamada,

antijenlerine 58 intersitisyel ozelligi
10

akciger

gosteren akciger orneginin 6’sinda,

bronkointersitisyel pndmoni goézlenen
orneginin 1’'inde rastlandi. PI-3 viral antijenine iliskin

spesifik boyanmalara brong ve bronsiyol epitellerinin

sitoplazmasinda, bronsiyol c¢evresindeki  BALT
dokusunda (Sekil 1a), alveollerde (Sekil 1b),
intersitisyel alanda makrofajlarda (Sekil 1c) ve

bronkointersitisyel pnémoni olgusunda ise bronsiyol
limenindeki eksudatta rastlandi (sekil 1d).

t R i)
c.‘.l\ &
» ;“f "'c‘_

Sekill: a) Bronsiyol epitelinin sitoplazmasinda (ok) ve bronsiyol cevresindeki BALT dokusunda (ok basi)
Parainfluenza-3 immunpozitiflikleri, b) Alveol duvarindaki immunpozitiflik (ok), c) intersitisyel alandaki yangi
hiicrelerindeki immunpozitiflik (ok), d) Bronsiyol [imenindeki yangisal eksudat hiicrelerinde immunpozitiflik (ok)

& IHC.

Figure 1: a) Parainfluenza-3 immunopositivity in the cytoplasm of the bronchiol epithelium (arrow) and in the
BALT tissue around the bronchiol (arrowhead), b) Immunopositivity on alveolar wall (arrow), c) Immunopositivity
in inflammatory cells in the interstitial area (arrow), d) Immunopositivity in inflammatory exudate cells in

bronchiol limen (arrow) & IHC.
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Parainfluenza-3  viral antijeni yoniinden
immunpozitiflik  gosteren  pnémonili  akciger
orneklerinin mikroskobik incelemesinde,

interalveoler septumlarda bag doku artisi ve
mononikleer hiicre infiltrasyonlarina bagh olarak
kalinlagsmalar (Sekil 2a), peribronsiyal, peribronsioler
(Sekil  2b).

interlobuler septumlarda kalinlasmalara rastlandi

lenfoid dokuda hiperplazi gozlendi

(sekil 2c). Brons ve bronsiyol epitelinde yer yer
hiperplazi tablosu gozlendi. BALT dokuda nekroz
(sekil 2d), brons-bronsiyol ¢evresinde fibromuskuler
dikkati
pndmonilerde brons ve bronsiyol

hipertrofi cekti. Bronkointersitisyel
limenlerinde
eksudata rastlandi, brons ve bronsiyol epitelinde

nekroz ve yer yer proliferasyona rastlandi.

Sekil2: a) interalveolar septumda kalinlasma (ok), b) Bronsiyolar lenfoid dokuda hiperplazi (yildiz), c) interlobuler
septumda kalinlasma (yildiz), d) Brons ¢evresindeki lenfoid doku hiicrelerinde nekroz (ok)&HE.

Figure2: a) Thickening in interalveolar septum (arrow), b) Hyperplasia in bronchiolar lymphoid tissue (star), c)
thickening of the interlobuler septum, d) Necrosis in lymphoid tissue cells around the bronch (arrow)&HE.

TARTISMA ve SONUC

Sigirlarda solunum sistemi enfeksiyonlari siklikla
sekillenmektedir. Bu enfeksiyonlara neden olan PI-3
etkeni hayvanlarda olusturmus oldugu agirlik kaybi
ve buna bagh olarak meydana getirdigi verim
dusiklugi ile onemli ekonomik kayiplara neden
olmaktadir (24). PI-3’ iin dogal ya da deneysel olarak
solunum sistemi

olusturulan enfeksiyonlarinda

patojen bir etkiye sahip olmadigi bildirilmistir (25).
Ancak bazi calismalarda PI-3’Gn immun sistemin
baskilanmasina bagh olarak tek basina olusturdugu
enfeksiyonun siddetinin, diger etkenlerle birlikte
olusturdugu miks enfeksiyonlardan daha siddetli
(26). Etkenin

histopatolojik olarak patognomonik bir

oldugu bildirilmistir teshisinde
bulgu

bulunmamaktadir (27). PI-3 etkeninin olusturdugu
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intersitisyel karakterdeki pnémonilerde,
histopatolojik olarak alveol ve brons epitellerinde
dejenerasyon, alveol epitellerinde  asidofilik

intrasitoplazmik inkluzyon cisimcigi, brons ve alveol

[imenlerinde lenfosit, notrofil, makrofajlar ve

dokilmis alveol epitelleri ile sinsityal dev
hiicrelerine, lenfoid dokuda hiperplaziye ve nekrotik
bronsiyolitise neden oldugu ve brong gevresindeki
lenfoid dokuda ifade
edilmistir (28,29). Bu galismada P/-3 viral antijeni
tip karakterdeki

pnémonilerde onceki galismalarla benzer sekilde

ise nekrozun bulundugu

belirlenen intersitisyel

brons ve bronsiyol epitellerinde dejenerasyon,
deskuamasyon, lenfoid dokuda hiperplazi, brons
lenfoid dokuda

PI-3 etkeninin olusturmus oldugu

cevresindeki nekroz tablosu

gozlenmistir.

bronkointersitisyel pndmoniler histolojik olarak

nekrotik bronsitis, bronsiyolitis, notrofilik eksudat,

brosiyoler ~ve alveolar epitel hiicrelerinde

proliferasyon, sitoplazmik inklizyon cisimciklerinin
olusumu ile karakterizedir (30). Sunulan calismada
ise  bronkointersitisyel pnémoni  belirlenen
akcigerlerin histopatolojik incelenmesinde, brons ve
bronsiyol limenlerinde eksudat, brons ve bronsiyol
epitelinde nekroz ve vyer vyer proliferasyona
rastlanmis olup, her iki pnémoni tipinde de inkliizyon
PI-3

intrasitoplazmik

cisimcigi gozlenmemistir. Deneysel
enfeksiyonundan 7 gln sonra,
inklizyonlarin seyrek olarak bulunmasi (4) sunulan
calismada inklizyon cisimciginin gézlenmemesinin,
alinan orneklerinin enfeksiyonun ilerleyen
doneminde toplanmasindan kaynaklanabilecegiyle
iliskilendirilmistir.

Arastirmanin  yapildigi  bolgede  etkenin
sigirlardaki varhgi ile ilgili daha 6nce Kuzeydogu
Anadolu Bolgesinde yapilan ¢alismada, sigirlardan
alinan kan o6rneklerine yapilan noétralizasyon testi
%55.84

belirlenmistir (31). Dogu ve Gineydogu Anadolu

sonucunda oraninda seropozitiflik
Bolgesinde yapilan diger bir calismada da kan
PI-3

seropozitifliginin %18 oldugu bildirilmistir (32). Bu

serumlarinda  notralizasyon  testi ile

sonuglarin ortaya ¢ikmasinda enfeksiyon zamani,

enfeksiyonu olusturan virusun dozu, c¢alismada

kullanilan bireylerin yaslari, bakim ve beslenme

kosullari gibi birgok faktor etkili olmaktadir (31).
Parainfluenza-3 (in teshisinde Polimeraz Zincir

Reaksiyonu(PZR), direkt

immunfloresan immunfloresan

hicre kaltara,

boyama, indirek
boyama, immunohistokimya gibi tekniklerin 6nemli
(27). Etkenin

immunohistokimyasal yéntemin hizh, givenilir ve

oldugu belirtilmistir teshisinde
sensitivitesinin ylksek oldugu ifade edilmistir (33).
Sigir akcigerlerinde PI-3’ iGn immunohistokimyasal
yontemlerle tanisina yonelik yapilan galismalarin az
sayida oldugu gorilmustir (29,34).

Garcia ve ark. (35) PI-3 etkeninin belirlenmesine
yonelik  yaptiklari  g¢alismada intrasitoplazmik
immunpozitifliklere %66.66 oraninda rastlamiglardir.
Ayni ¢alismada PI-3 immunpozitifliklerine 7 (%43.75)
fibrinli (%12,5)
suppuratif (%37.5)

bronkointersitisyel pnémoni olgusunda rastlanmis,

pléropnémoni  olgusunda, 2

pnémoni  olgusunda, 6

ancak lenfoproliferatif  6zellikteki pnémoni
olgularinda PI-3 immunpozitifliklerine
rastlamamiglardir. Ceribasi ve ark. (29) sigir

pndémonilerinin IHC yontemi ile saptanmasi Uzerine
Elazig ve yoresinde yapmis olduklari bir ¢alismada
%6.88 PI-3

bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada ise IHC yontemi

oraninda virus  immunpozitifligi
kullanilarak 58 intersitisyel pndmoni 6zelligi gosteren
6 (%10.34), bronkointersitisyel pndmoni gézlenen 1
(%10) PI3

immunpozitiflige rastlanmistir.

ait
bu
calismalarda ortaya c¢ikan farkh sonuglar, kullanilan
fiksatifin

akciger Orneginde etkenine

Yapilan
proteinleri denatiire ederek antijenik

belirleyicileri maskeleyebilecegi, dolayisiyla zayif
veya yetersiz bir cevaba neden olarak (35,36)
farkli

cikabilecegi ile iligskilendirilmistir.

immunpozitifliklerde oranlarin  ortaya

Haines ve ark. (34) frozen kesit ve parafin

kesitlerde yaptiklari immunohistokimyasal
boyamada bazi sitoplazmik inklizyon cisimcigi
gozlenen hiicrelerde yogun boyamaya

rastlamiglardir. Yine ayni ¢alismada bronsiyol ve

alveolar epitelin ylizeyinde sitoplazmik olarak

boyanma gozlenmistir.
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(27)

calismada

Ceribasi ve ark. yaptiklari
bir Pi3’'e

immunpozitifliklere genellikle intrasitoplazmik olarak

immunohistokimyasal ait
rastlamislardir. immunpozitifliklerin  bronsiyol ile

alveol epitel hiicrelerinde bulundugunu ve

immunpozitiflik yogunlugunun bronsiyol epitel
hiicrelerinde alveol epitel hiicrelerine gbre daha
siddetli diizeyde oldugunu bildirmislerdir. Calismada
brons-bronsiyol ve kan damarlarinin gevresindeki
plazma hicreleri ve lenfositlerde immunpozitiflik
gbzlemis, interalveolar septum, alveolar makrofaj,
eksudat, ve alveolar epitelde immunpozitiflige daha
hafif rastlamislardir. Yine bronsiyolle ilgili lenfoid
dokuda da pozitiflikler
¢alismada da immunpozitifliklere bronsiyol epiteli,
BALT

dokusundaki makrofajlarda ve bronsiyol l[imenindeki

bildirmislerdir. Sunulan

intersitisyel alandaki makrofajlarda,

eksudatta rastlanmistir. Bu anlamda etkenlerin
dokudaki lokalizasyonu Haines ve ark. (34) ile Ceribasi
ve ark. (27) yapmis oldugu calismaya benzerlik
gostermektedir.

olarak; Erzurum yoresindeki sigir
%9.33 oraninda

bulundugu ve sigir pndmonileri icin dikkat edilmesi

Sonug
pndémonilerinde PI-3 etkeninin
etkenlerden birisi  oldugu

gereken etiyolojik

belirlenmistir.
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Oz: Bu calismanin amaci disi kdpeklerde idrar kesesi hastaliklarinin radyografik, ultrasonografik ve endoskopik yéntemler
uygulanarak belirlenmesi, bu yontemlerin karsilastirmalarinin yapilarak avantaj ve dezavantajlarinin saptanmasidir.
Calismanin materyalini; Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi kliniklerine idrar kesesi hastaligi siiphesi ile getirilen degisik
yas ve irkta 25 sahipli disi hasta kopek olusturdu. Bitiin olgularda radyografik, ultrasonografik ve endoskopik yéntemlerle
muayeneler yapilarak hastaliklarinin kesin tanisi konuldu ve bulgular kaydedildi. Radyografide %64, ultrasonografide %96,
endoskopide ise %100 basari elde edildi. Sonug olarak; disi képeklerde idrar kesesi hastaliklarinin kesin tanisinda endoskopi
ve ultrasonografinin radyografiye gore daha avantajli ve basarili oldugu saptandi. Radyografinin tek basina yeterli olmadigl,
ancak kesin tani igin destekleyici bir yontem olabilecegi belirlendi. Ultrasonografinin ise kesin tani igin yeterli olabilecegi,
ancak diger metotlarla desteklenmesi gerektigi gézlendi. Endoskopinin tek basina kullanilabilecegi ve kolaylikla uygulanabilen
noninvaziv bir gériintileme yéntemi oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Endoskopi, idrar kesesi, Kdpek, Radyografi, Ultrasonografi.

Determination of Methods Radiographic, Ultrasonographic and Endoscopic of

Urinary Bladder Diseases in Female Dogs

Abstract: The aim of this study was determination of the urinary bladder diseases on female dogs with radiographic,
ultrasonographic and endoscopic methods and comparison and determination of advantages and disadvantages of these
methods. The material of study consisted of 25 owned female dogs with different ages and races who were admitted to
Erciyes University Veterinary Faculty clinics with the suspicion of urinary bladder diseases. In all cases, radiographic,
ultrasonographic and endoscopic examinations were performed and the definitive diagnosis was made and findings were
recorded. The success was achieved in 64% of the radiography, 96% of the ultrasonography and 100% of the endoscopy. As
a result, it was found that endoscopy and ultrasonography were more advantageous and successful than radiography in
definitive diagnosis of urinary bladder diseases. Radiography alone was not sufficient but it could be a supportive method for
definite diagnosis. It was observed that ultrasonography may be sufficient for definite diagnosis but it should be supported
by other methods. The endoscopy as a non-invasive and convenient imaging method can be used alone.

Keywords: Bladder, Dog, Endoscopy, Radiography, Ultrasonography.
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GiRIS

i drar kesesi alt driner sistemin o6nemli
organlardan biridir. Hastaliklarinin tanisinda

direkt  radyografi, indirekt radyografi ve

ultrasonografiden vyararlanilir (1). Ancak radyografi
ve ultrasonografi tek basina yeterli bilgileri saglayan
bir tani yontemi degildir. Bununla birlikte Uriner
sistem  hastaliklarinin ~ tanisinda  endoskopik
yontemlerden de yararlaniimaktadir (2-4).
Radyografi; intra-abdominal kitlesel
lezyonlarin tanisinda kullanilan ucuz ve uygulama
acisindan kolay olan goériintileme yontemlerinden
biridir. idrar kesesinin radyografik incelemesi direkt
ve indirekt olmak iizere iki sekilde gerceklestirilir. idrar
kesesinde indirekt radyografide ise idrar kesesinin

degerlendirilmesi 3 temel yontem ile yapilir. Bunlar

pozitif kontrast sistografi, negatif kontrast

sistografi ve ¢ift kontrast sistografidir (5-7).
Ultrasonografi; intra-abdominal kitlesel

lezyonlarin degerlendiriimesinde ideal bir tani

yontemi olarak kabul edilir. Ultrasonografide

herhangi bir iyonize isin yayilimi olmaksizin ve
sedasyona ihtiyag  duyulmaksizin hayvanin
muayenesi gergeklestirilebilir (8,9). Ultrasonografi
ile  abdominal vyapilarin boyutlari, sekilleri,
ekojeniteleri, pozisyonlari ve igyapilari incelenebilir.
Ultrasonografide sagittal, transversal ve frontal
(coronal) diye bilinen t¢ 6nemli kesit yizeyi vardir.
idrar kesesi ultrasonografisi icin genellikle 3.5 veya
7.5 MHz frekansli linear, konveks veya sektor problar
gereklidir (9-11).

Minimal invaziv yapisi, kolay ve pratik olmasi,
hizli sonug vermesi gibi 5nemli avantajlarindan dolayi
endoskopi ideal gorintuleme yontemidir.
Endoskopiler fleksible ve rijit olarak iki katogoriye
ayrilir (3). Fleksible endoskop uzun, bosluklu, koseli
ve anatomik olarak tup sekilli organlarin
(gastrointestinal sistem alt solunum yollari ve erkek
Uriner sistem) muayenesinde kullanilir, rijit endoskop
ise vlcut bosluklarinin (abdomen, toraks, eklem, agiz
boslugu vb.) muayenesinde kullanilmaktadir. Rijit
Veteriner hekimlikte

endoskoplar otoskopide,

rinoskopide, kolonoskopide ve disi kedi ve
kopeklerde sistoskopide kullaniimaktadir (3,12,13).
Sistoskopi idrar kesesinin iginin, Uretranin ve
Ureter agikliklarinin gérintilenmesinde, alt Griner
sistem hastaliklarinin tanisinda, idrar tasi ¢ikarmada
ve ektopik Ureter gibi hastaliklarinin sagaltiminda
kullanilan  minimal invaziv bir tani ve tedavi
yontemidir (4,14-17). Sistoskopide Uretraya giriste
tekrarlanan manuplasyonlarin bdélgede travmalara
bir

Ayrica, bu uygulamalarda olasi enfeksiyonlarin éniine

neden olabilmesi 6nemli komplikasyondur.
gecmek icin kullanilan ekipmanin steril olmasina
dikkat edilmelidir. Kopek ve kedilerde alt Uriner
sistem hastaliklarinin  tanisinda sistoskopinin son
derece etkili, minimal invaziv
kanitlanmistir (3,4,17-19).
disi

radyografik,

teknik oldugu

Bu c¢alisma; kopeklerde idrar kesesi

hastaliklarinin ultrasonografik ve
endoskopik yontemler uygulanarak belirlenmesini ve
bu yontemlerin karsilastirmalarinin yapilarak avantaj

ve dezavantajlarinin saptanmasini icermektedir.

MATERYAL ve METOT

Calismayi idrar kesesi hastaliklari yoninden

radyografik,  ultrasonografik ve  endoskopik
muayenesi yapilan degisik yas ve irktaki 25 sahipli disi
hasta képek olusturdu. (Bu arastirma; ERU HADYEK
11.10.2010 tarih ve 10/90 nolu karari ile yapildi.)

PXP-40HF
model, 35mA, portatif x-ray ve ultrasonografide
180™
cihazindan vyararlanildi. Ultrason cihazina uygun
4-7 MHz'lik mikrokonveks

Endoskopik muayenelerde;

Radyografi de Poskom® marka,

SonoSite® marka, Plus model ultrason

Transduser
kullanildi.

prob
Veteriner
kullanim amagh rijit endoskopi diizenegi olan,
Medamet® F-166 1CCD Endocam marka endoskopi
aygiti ve Medamet® T 905004 Model 250W Halojen
Medikal Soguk Isik kaynagi kullanildi. Sistoskopik
muayene; hasta képeklere uygun degisik ebatlarda 0°
- 30° 6nden gorislu teleskop ve sistoskopik kiliflarla
yapild.
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Premedikasyon icin Xylazine HCl (Alfazin”) ya da
Medetomidin (Domitor”), indiiksiyonda %10 Iluk

Ketamin  HCl  (Alfamine  %10°) inhalasyon

anestezisinde ise izofloran (Isofludem”) kullanild.
Olgulanin ilk olarak sag latero-lateral (L/L) ve
ventro-dorsal (V/D) pozisyonlarda diyaframdan
pubise kadar tim abdominal bélgeyi kapsayacak
sekilde direkt radyografileri alindi. Bazi olgularda
Negatif kontrast sistografi, pozitif kontrast sistografi

ve ¢ift kontrast sistografi ile gorintl alindi.
indirek
(Urografin) %0.9 sodyum klorir ile dilGe edilerek, 4-

radyografide;  kontrast  madde
10 ml/kg dozunda kese igerisine verildi. Hemen sonra
L/L ve gerekli durumlarda V/D radyografileri alindi.
Cift  kontrast

yerlestirildikten sonra kese icerisinden enjektor

sistografide, (retraya kateter
yardimiyla idrar aspire edildi. Kese icerisine 0.5-1
ml/kg dozunda iyotlu kontrast madde verildikten
sonra keseye distan masaj yapilarak ilacin dagilmasi
ve mukozaya vyapismasi saglandi. Daha sonra
enjektér  aracihgiyla  hayvanin  idrar  kesesi
blylkligine gore 250-300 ml kadar steril oda havasi
(Enjektor pistonu cekilirken hava atesten gecirildi.)
verildi. Daha sonra hastalarin L/L radyografileri alind1.

Radyografik muayenenin ardindan abdominal
ultrasonografiye gecildi. Hayvanlara ultrasonografik
muayene siiresince tranklizan, sedatif ve anestezik

madde uygulanmadi. Muayene Oncesi idrar

kesesine, uygun bir kateter yardimiyla serum
fizyolojik verildi. Kateter uygularken idrar kesesi
icerisine hava verilmemesine dikkat edildi. idrar
keselerinin blyuklGgi ve dolgunluguna bagh olarak
4-7 MHZ’lik mikro konveks prob kullanildi.
Endoskopik muayene igin hastalara genel
anestezi uygulandi. Olgulara vaginal spekulum
yerlestirildi. Teleskop spekulum igerisinden ilerletildi
ve spekulum hastadan uzaklastirildi. Orifisyum
Uretra’ya sistoskopun ucu yerlestirildi ve ilerletilerek
idrar kesesine ulasildi. idrar kesesi; tas, mukozanin
blGtanlGgh (ruptur), sistitis, tUmor ve Ureterlere ait
olan patolojik yapilar yoniinden degerlendirildi.
Hastalarin idrar kesesine ait patolojik bozukluklari
kaydedildikten sonra idrar kesesi icerigi tamamen

bosaltip endoskopik muayeneye son verildi.

istatiksel Analiz

Yontemler arasindaki istatiksel benzerlik,
Cochrans’Q testi ile test edildi.

BULGULAR

Yapilan klinik muayeneyi takiben sirasiyla

radyografik,  ultrasonografik ve  endoskopik
incelemeler yapildi. Verilerin toplanmasi ve kayitlarin
derlenmesi sonucunda hastaliklarin kesin tanisi

konuldu (Tablo 1).

Tablo 1. Goriintlleme ydntemlerinin hastalik tiirlerine gére dagihimi.
Table 1. Distribution of imaging methods according to diagnosis of diseases.

Radyografik Tani

Hastaliklarin Tanisi Olgu Direkt ) indirekt' Ultrasonografik Tani Endoskopik

Sayisl Radyografik Radyografik Tani

Tani Tani

Kalkulus 9 9+ - 9+ 9+
Sistitis 7 4- 3+ 6+1- 7+
Kristalri + Sistitis 2 2- - 2+ 2+
Kristalri 1 1- - 1+ 1+
Kalkulus + Sistitis 2 2+ - 2+ 1+1-*
Tumor 1 1+ 1+ 1+
Nefritis 2 1+1- - 2+ 2+
Polip 1 1- - 1+ 1+

+ (Gériintiilendi) ve — (Goriintiilenemedi),*izin alinamadig! igin sistoskopik muayenesi yapilamadi.
+ (imaging) and — (no imaging), *Cystoscopy couldn’t be done because no permission was taken.
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Calismaya alinan hastalarin  9’unda idrar
kesesinde kalkulus, 7’sinde sistitis, 1’inde kristaluri,
1'inde idrar kesesi neoplazisi, 2'inde nefritis, 1’inde
polip, 2’sinde kalkulus ile sistitis, 2'sinde hem

kristallri hem de sistitis tespit edildi.

Yontemler arasindaki istatiksel benzerlik,
Cochrans’Q testi ile test edildi (P<0.001,
Cochrans’Q=16,22). Yontemlerden elde edilen

bulgular arasindaki fark istatiksel olarak ©6nemli

bulundu. Buna gobre radyografik yontemin,

ultrasonografik ve endoskopik yontemlere goére
taniya daha az yardimc oldugu sonucuna varildi
(Tablo 2).

Tablo 1. Teshis yontemlerinin dogruluk orani.
Table 2. Accuracy rates of diagnostic methods.

Teshis Teshis

YONTEMLER edilen edilemeyen

olgular (+) olgular (-)
RADYOGRAFIK . .
TANI 16 + (%64) 9 —(%36)
ULTRASONOGRAFiK o o
TANI 24 + (%96) 1—(%4)
ENDOSKOPIK o
TANI 24 + (%100) 0

Radyografik goriintileme de 16 olguda

hastaliklarin tanisi konulurken, 9 olguda konulamadi.
Tanisi konulan 4 olguda indirekt radyografiden
yararlanildi.

Ultrasonografik degerlendiriimeye 24 olgu
alindi Ve bunlarin timinde tani konuldu. Sadece zor

idrar yapma sikayeti olan 1 olguda degerlendirme

yapilamadi.

Endoskopi  yontemi ile 24  olgunun
goruntilemesi yapildi. Sadece 1 olgu; sahibinden izin
alinamadigi  icin  degerlendirmeye  alinmadi.

Degerlendirmeye alinan biitiin olgularda sistoskopik
muayene yontemi ile kesin tanilar konuldu.
Kalkulus tanisi konulan olgularda, idrar kesesi

mukozasinda petesiyel kanama alanlari, kese

mukozasinda enflamasyon odaklari ve hiperemik
Uretra mukozasi gozlendi. Teleskop ucunun temas

ettigi yerlerin kanamaya egilimli oldugu ve

normalden daha fazla hiperemik oldugu gorildi
(Sekil 1), (Sekil 2), (Sekil 3).

Sekil 1. idrar kesesi kalkuluslarinin L/L radyografik
goérunim.
Figure 1. Radiographic view L/L of calculus in bladder.
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Sekil 2: idrar kesesi kalkulusunun ultrasonografik
goérunimu.

Figure 2: Ultrasonographic view of calculus in
bladder.
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Sekil 3. idrar kesesi kalkuluslarin endoskopik
gorinim.
Figure 3. Endoscopic view of calculus in bladder.

Bir olgunun ultrasonografik muayenesinde;
idrar kesesi duvarinda degisik derecelerde diffuz
veya fokal kalinlasma, mukozada dizensizlik ve
kese limenine dogru uzanan kitleler izlendi (Sekil
4). Sistoskopik muayenesi yapilan bu olguda; genis
tabanh karnabahar goériinimli ve kanamalari olan
tiimoral olusum goruldd. Sistoskopi muayenesinde
biyopsi forsepsi ile biyopsi materyali almak igin
tiimore ulasildi, ancak kanama sekillenecegi siphesi

nedeni ile isleme son verildi (Sekil 5).

¢ Erc Unv Fac Vet Med
28

2011Aug 28 08:41

Sekil 4. idrar kesesi tiimériiniin ultrasonografik
goérunim.
Figure 4. Ultrasonographic view of tumor in bladder

Sekil 5. idrar kesesinde tiimériin endoskopik
gorinim.
Figure 5. Endoscopic view of tumor in bladder.

Diger bir olgunun ultrasonografik
muayenesinde kese igerisinde kitle tespit edildi (Sekil
6). Olgunun yapilan sistoskopik muayenesinde idrar
kesesi mukozasinin diizensiz oldugu, sapla bagl,
kanamali farkli boyutlarda mor renkli polipoid yapiya
ve kan pihtilarina rastlandi. Teleskop ucunun temas
ettigi polip yapilarin kanamaya egilimli oldugu

goralda (Sekil 7).
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Sekil 6: idrar kesesinde polipin ultrasonografik
goérunimu.
Figure 6: Ultrasonographic view of polyp in bladder.
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kesesindeki

idrar

Sekil 7.
goérunimu.
Figure 7. Endoscopic view of polyp in bladder.

polipin endoskopik

TARTISMA ve SONUG

Gorlintuleme tekniklerinde direkt radyografi ilk
basamaktir. idrar kesesinin goériintiisii, pozisyonu,
sekli, blykligu ve radyografik opasitesi hakkinda bilgi
edinilebilir. Keseyi gorintiilemede, en iyi gorinti sag
L/L  yonlu (1,8).

Hastalarimiza radyografi

radyografiler ile elde edilir
ilk

uygulamasi yapildi. Daha sonra diger yontemler

yéntem  olarak

uygulanarak hastaligin tanisi dogrulandi. Bitiin
olgularimizin radyografileri L/L pozisyonunda alindi
ve idrar kesesinin daha net gériintilendigi belirlendi.

kesesi duvarinin

ici
degerlendirilmesine yardimc olur (1,5,6). Pozitif

Sistografi, idrar

gorintilenmesi ya da Ilimen lezyonlarinin
kontrast sistografi veya ¢ift kontrast sistografi idrar
kesesi hastaliklarinin belirlenmesinde en vyararl
yontemdir. Ancak, bu hastaliklarin tanisinda diger
(5,7).

Calismamizda; sistografi uyguladigimiz olgularda

tani  tekniklerinden de yararlaniimalidir
sistitis tanisi kolaylikla konuldu. Direk radyografi ile
tanisi konulamayan olgularimiza ultrasonografi ve
endoskopi uygulandi. Boylece radyografinin idrar
kesesi hastaliklarinda tani igin yeterli olmadigi
sonucuna varildi.

kitlesel
bir
yontemidir. Ultrasonografi uygulamasi glvenlidir.

Ultrasonografi; intra-abdominal

lezyonlarin degerlendiriimesinde ideal tani

Radyasyon gibi bir tehlike tasimaz. Kolay ve ¢abucak

uygulanabilir. Hastayi higbir sekilde rahatsiz etmez ve
ekonomiktir (8,9). Arastirmamizda; idrar kesesi intra-
abdominal olarak ultrasonografi ile kolayca
gorintilendi. Bu yontemi uygulanirken olgularimizin
bir

uygulanmadi. Uygulamalar kolay ve g¢abuk yapildi.

hicbirine  herhangi anestezi  protokoli
Olgularin ultrasonografik muayene sirasinda rahat
olduklari gézlendi.

Sistoskopi idrar kesesinin i¢ ylizeyinin, liretranin
ve Ureter agikhklarinin gorintilenmesinde, alt Griner
sistem hastaliklarinin tanisinda, tas c¢ikarma ve
hastaliklarinin  sagaltiminda

ektopik Ureter gibi

kullanilan minimal non invaziv tani ve tedavi
yontemidir (4,14,15,17). Klinigimize gelen olgularin
bitlnine endoskopi uygulandi ve basarili sonuglar
elde edildi. Sadece bir olguda hasta sahibi izin
vermedigi icin sistoskopik muayene uygulanamadi.
Bu olgunun tanisi (kalkulus sistitis); radyografik ve
ultrasonografik goriintiileme yontemleri ile konuldu.
Sistoskopi ile hastaliklarin tanisinin kolay ve non
invaziv bir sekilde yapilabilecegi belirlendi. Ancak
sistoskopi uygulamasinda teleskop ucunun temas
ettigi yerlerin kanamaya egilimli olmasindan dolayi
hassas manipulasyon yapilmasi gerektigi gorildi.
Transiretral sistoskopi (TUC), minimal invaziv
sekilde biyopsi oOrnekleri almak, Uriner sistemin
patolojik anormalliklerini belirlemek icin kullanilan
bir (18,19).
teknigiyle patolojik yapilarin belirlenmesi i¢in biyopsi

yontemdir Transiiretral sistoskopi
forsepsleri kullanilarak materyal alinabilmektedir. Bir
olgumuzda timor (olgu no 16), diger olgumuz da ise
polip (olgu no 25) belirlendi. Biyopsi forsepsleri ile
histopatoloji icin numune alinmasina karar verildi.
Yapilan birka¢ denemeden sonra olusacak olan
hemorajinin idrar kesesini etkileyebilecegi, buna
bagli olarak da hastaligin prognozunun olumsuz
Biyopsi forsepsinin

etkilenecegi icin vazgecildi.

kullanilmasi icin deneyime gereksinim oldugu,
islemlerin 6zenli ve hassas bir sekilde yapilmasinin
dogru olacagi, materyal alinirken de hemorajiye
dikkat edilmesi gerektigi sonucuna varild.

Sistoskopi isleminde biitin manipulasyonlar

genel anestezi altinda yapilir (16,20). Sistoskopi
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uygulanan butin olgularimiza genel anestezi
protokolii uygulandi. Sadece premedikan bir
preperat uygulanarak saglanan sedasyon ile

sistoskopi islemleri yapilamadi. Genel anestezinin
ozellikle Gretral kaslarda meydana getirdigi gevseme,
rijit endoskopun Uretraya girisinin kolay ve rahat
olmasini sagladi.

Sistoskopide Uretraya girmedeki zorluk en

onemli problemlerden biridir. Sistoskopun ¢api

hastanin Uiretra gecisinde 6nemli bir kriterdir. Uretral
geciste
mikroskobik veya makroskobik hematiiriye neden

kullanilacak  kandliin  biydk  olmasi

olmaktadir. Hastalarin blyukligiine goére farkli

boyutlarda kanl kullanilmasi ile  sorun
¢Ozilmektedir. Endoskopi uygulamalarinda bélgesel
mukozaya, Uretraya ve/veya idrar kesesine hasar
verilebilmektedir. Ayrica, kullanilan ekipmanlarin
sterilizasyonundaki aksakliklar da idrar yollarinda
enfeksiyona neden olabilmektedir (3,4). Endoskopi
uygulamalarimizda Uretraya giriste zorlanildi. Bazi
olgularda Uretrada

kiglik kanamalar olustu.

Muayeneden sonra kullanilan ekipmanin
dezenfeksiyonu ¢ok dikkatli ve 6zenli bir sekilde
yapildiginda uygulama sonrasi hastalarimizda
herhangi bir enfeksiyon ya da komplikasyon ile
karsilagiimadi.

Radyoloji ile yapilan muayenelerde amfimatoz
Ancak,

ultrasonografik muayene ile bu bozukluklar erken

sistitis gbzden kagabilmektedir.
donemde belirlenebilmektedir (21). Dort sistitis, 2
kristalri ile birlikte seyreden sistitis, 1 kristalri,
tiimor ve polip olgularinda radyografik goriintileme
ile tanilarin yapilamadigi, ultrasonografik yontemin
uygulanmasi ile yapilabildigi gorildi. Endoskopi ile
bu

goruntiileme yonteminin erken tani da uygulanabilir

tanilarin dogrulandigi, ultrasonografik
oldugu belirlendi.

Ureterler, renal pelvis ve alt iriner sistem
hastaliklarinin ultrason ile daha sonra da indirekt
radyografilerinin alinmasi ile tanisi kolaylikla konulur.
Tek basina kullanildiklarinda her iki teknik te kesin
tani igin yeterli degildir (22). Calismamizda radyografi
yonteminin tek basina taniigin yeterli olmadigi, kesin

birlikte
ise tek basina

taninin  ultrasonografik  yontem ile

konulabilecegi, ultrasonografinin
yeterli olabildigi sonucuna varildi.

idrar  kesesi poliplerinin  belirlenmesinde
ultrasonografi teknigi noninvaziv ve c¢ok yararl bir
tani aracidir (23). Radyografik yontem ile tani
bir No 26),

ultrasonografi ve endoskopi ile polip tanisi konuldu.

konulamayan olgumuzda (olgu

Ultrasonografi ile polip taninlamasi yapilabilecegi

ancak, endoskop ile kesin tani konulabilecegi
belirlendi.

idrar kesesi muayenesi icin  sistoskopi
mikemmel bir goériintileme teknigidir. idrar

kesesindeki bir kitlenin kesin tanisi icin sistoskopi
yolu ile biyopsi yapilmasi gerekir (24). Sistoskopi
uygulamalarimizda iki olguda biyopsi yapilmasina
karar verildi. Ancak uygulamadaki deneyim eksikligi
ve olusabilecek hemorajinin problem yaratabilecegi
dislincesi ile bu uygulamadan vazgegildi. Sistoskopi
uyguladigimiz 24 olgunun hepsinde kesin taninin
konulmasi. sistoskopinin mikemmel bir gériintileme
teknigi oldugunu goésterdi.

Kopeklerde idrar kesesi taslarinin tanisinda
radyografik ve ultrasonografik bulgular birbirini
tamamlar (8). Urolitiazisin tanisinda direkt, pozitif
birlikte

degerlendirilir (25). Arastirmamizda kalkulus stiphesi

kontrast radyografi ve ultrasonografi

bulunan olgularin kesin tanisi hem radyografik hem
de ultrasonografik yontem birlikte kullanilarak
konuldu. idrar kesesi taslarinin tanisinda bu iki

yontemin  birbirini  tamamladigi ve birlikte

kullaniimasi gerektigi belirlendi.

Endoskopi uygulamasinda en sik gorilen

komplikasyonlar; Uretra veya idrar kesesinin

delinmesi ile idrar yolu enfeksiyonlarinin

sekillenmesidir (16). Endoskopi uyguladigimiz 24
olguda higbir komplikasyon ile karsilasiimadi. Ancak
idrar kesesi ve Uretraya giriste 6zen gosterilmez ise
delinebilecegi, kanamalarin olabilecegi, asepsi ve
antisepsi  kurallarina ise

uyularak ¢alisilmaz

enfeksiyon olusabilecegi gorusiine varild.
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Sonug olarak; elde edilen bulgulara dayanilarak
disi kdpeklerde idrar kesesi hastaliklarinin kesin tanisi
icin, endoskopik ve ultrasonografik ydntemin
radyografik yonteme goére daha avantajli oldugu
belirlendi. Endoskopik yontemin uretra, idrar kesesi
ici ve bu dokularda karsilagilan lezyonlarin rengini,
vaskiilarizasyonunu ve kanamaya egilimli olmalarini
belirlemek ve tanimlamak agisindan, ultrasonografik
ybonteme gére daha ustiin oldugu saptandi. idrar
kesesi ve (Uretra lezyonlarini tanimlamak igin
radyografik yontemin tek basina yeterli olmadig,
ancak kesin tani konulmasinda destekleyici bir
ybntem olarak kullanibilecegi distnalda.
Ultrasonografik yontemin kesin tani igin yeterli
olabilecegi, ancak diger metotlarla desteklenmesi
gerektigi, spesifik olgularda kolayca uygulanabilecegi
disi
kopeklerde idrar kesesi hastaliklarinin tanisinda tek

gorildli. Endoskopik goriintilemenin ise
basina kullanilabilecegi ve kolaylikla uygulanabilen

noninvaziv bir yontem oldugu sonucuna ulasildi.
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Oz: Civanpercemi (CP) alternatif tipta yaygin olarak kullaniimakta ve yapisinda bircok bilesikle birlikte Luteolin de
bulunmaktadir. Bu ¢alismada, CP metanol ekstrakti ve Luteolin’in izole rat mesane diiz kas kontraktilitesi tizerine etkileri
arastinldi. Calismada 20 adet erkek Sprague Dawley rat kullanildi ve ratlar anestezi altinda dekapite edildiler. izole edilen
mesanelerin temizlikleri yapildi ve mesanelerden hazirlanan kas seritleri organ banyosuna asildi. Dokuya 1 gram gerim
uygulandi ve 1 saatlik inkiibasyon periyoduna birakildi. inkiilbasyon periyodu sonunda banyoya CP ekstrakti, Luteolin,
asetilkolin (ACh), potasyum klorir (KCI) ve Nifedipin bir protokol gergevesinde uygulandi. Veriler one way ANOVA’da Tukey
testiile degerlendirildi. CP ekstrakti ve Luteolin’nin farkli dozlarinin, ACh ve KCl ile indliklenen izole mesane kontraksiyonlarini
inhibe ettikleri belirlendi. ACh’nin submaksimal dozu ile indiiklenen kontraksiyonlarin banyoda Nifedipin varliginda CP
ekstrakti ve Luteolin ile daha gii¢lii bir sekilde baskilandigi gériildi. KCI'nin submaksimal dozu ile indiiklenen kontaksiyonlari
CP ekstrakti ile Nifedipin’in birlikte daha fazla inhibe ettikleri belirlendi, ancak banyoda Nifedipin varliginda Luteolin’in
etkisinin degismedigi tespit edildi. Bu calismada CP ekstrakti ve Luteolin’nin farkl dozlarinin mesane diiz kas kontraksiyonlarini
inhibe ettikleri ve CP ekstrakti ve Luteolin’in L tipi Ca2* kanallari araciligiyla etkili olurken, CP ekstraktinin ayrica M3 reseptor
yolagi tzerinden de etkili olabilecegi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Civanpergemi, Luteolin, Mesane, Rat.

The Effects of Achillea millefolium (Yarrow) Extract and Luteolin on In Vitro
Rat Urinary Bladder Muscles

Abstract: Yarrow (CP) is commonly used in alternative medicine and in its structure is found Luteolin together with many
compounds. In this study, effects of CP methanol extract and Luteolin on isolated rat bladder smooth muscle contractility
were investigated. In the study, twenty male Sprague Dawley rats were used and the rats were decapitated under anesthesia.
The cleaning of isolated bladders were done and muscle strips prepared from the bladders were placed to organ baths. The
tissues were applied to 1 gram tesnion and left for 1 hour incubation period. At the end of the incubation period, CP extract,
Luteolin, acetylcholine (ACh), potassium chloride (KCI) and Nifedipine was applied with a protocol the bath. Data were
evaluated by Tukey test in one way ANOVA. It was determined that different doses of CP extract and Luteolin inhibited the
isolated bladder contractility induced by ACh and KCl. It was seen that of the contractions induced by ACh submaximal dose
more strongly suppressed by CP extract and Luteolin in the presence of Nifedipine in the bath. Subcutaneous dose-induced
indications of KCl were found to be more inhibitory in co-existence of CP extract and Nifedipine. It was determined that
together with CP extract and Nifedipine were more inhibited the KCI's submaximal dose-induced contractions, but but the
effect of Luteolin in the presence of Nifedipine in bath was not changed. In this study, it was assigned that inhibiting the
bladder smooth muscle contractions of different doses of CP extract and Luteolin and of CP extract to be also effective on the
M3 receptor pathway.

Keywords: Luteolin, Rat, Urinary bladder, Yarrow.
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Sengiil ve ark.

GiRIS

A cesitli bolgelerinde yetisen, ¢ok yillik bir bitki
tirddar (1-4). Alternatif tipta sikhkla kullanilan

chillea millefolium (civanpergemi) diinyanin

Civanpergemi (CP)’'nin (5) yapisinda 100’den fazla
biyolojik aktif bilesik bulunmaktadir (6). CP’nin
yapisindaki bilesiklerin glicli antioksidan aktivitelere
sahip olduklari bilinmektedir (7). CP ayni zamanda
antimikrobiyal, iltihabi azalticl, karaciger koruyucu ve
kalsiyum (Ca?*) antagonist aktivitelere sahiptir (8,9).
CP metanol ekstraktinin hipotansif ve vazodilatator
etkiye sahip oldugu (10) ve bu etkinin yapisinda
bulunan  artemetin  bilesiginin  Anjiyotensin
Konverting Enzim’i inhibe etmesiyle gergeklestigi
belirlenmistir (11). CP sulu ekstraktinin farelerde in
vitro mide diiz kas kontraksiyonlarini indiikledigi (12)
ve CP’nin yapisindaki flavonoidlerin izole ileum diiz
kas kontraksiyon cevaplarini azalttiklarni rapor
edilmistir (13-15). in vitro kobay ileumunda yapilan
bir CP'nin  hidroalkolik

ekstraktinin doza bagimli olarak elektriksel alan

baska c¢alismada ise,
stimllasyonu (EFS) ile indiklenen kontraksiyonlari
inhibe ettigi tespit edilmistir (16). CP’nin yapisinda
bulunan flavonoid bilesikler, izole kobay ileumunda

Ca*”nin hiicre igine akimini bloke ederek spazmolitik

etki olusturmaktadirlar (15). CP’nin yapisinda
bulunan biyolojik aktif bilesiklerden birisi de
Luteolin’dir (17). Luteolin antiinflamatuar ve

antikanser etkilere sahip bir flavonoidtir (18,19).
Luteolin reaktif oksijen ve nitrojen molekdillerini
ortadan kaldirarak antioksidan etki olusturmaktadir
(20). Bu etkilerinin yani sira, damarlarda gligli bir
vazodilatatér olan nitrik oksit (NO) sentezinden
NO sentetaz (eNOS)
dizeyini artirarak damarlarda gevsemeye neden

sorumlu olan endoteliyal

olmaktadir (21). Ayrica Luteolin’in kobay ileumu
kontraksiyonlarini inhibe ederek, spazmolitik etki
olusturdugu belirlenmistir (15). CP ekstraktlar ve
Luteolin’in gesitli diiz kaslarin myojenik aktiviteleri
Uzerine etkileri birgok farkli galisma ile belirlenmis
olmasina ragmen, mesane diz kas kontraktilitesi

Uzerine etkileri ile alakali yeterli literatlr bilgi

Bu CP metanol

ekstrakti ve Luteolin’in in vitro rat mesane diz kas

bulunmamaktadir. calismada,

kontraktilitesi  Uzerine etkilerinin  belirlenmesi

amaglanmaktadir.

MATERYAL ve METOT

Calismamiz, Atatirk Universitesi Rektorligi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 2012/655
nolu karari ile onaylandi ve Atatiirk Universitesi
Rektorligu BAP birimi tarafindan 2012/362 No'lu
proje kapsaminda desteklendi. Calismada, Atatiirk
Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nden temin edilen, ortalama 200-250 gr
agirhginda ergin 20 adet erkek Sprague Dawley rat
kullanildi.

kontraksiyonlarinin asetilkolin (ACh) ile indlklendigi

10 adet rat in vitro mesane duz kas

¢alismalarda, kalan 10 rat ise potasyum klorir (KCI)
kullanildi.

hayvanlar standart bakim ve besleme sartalarina tabi

ile indiklendigi ¢alismalarda Tim

tutuldu ve herhangi bir kisitlama yapilmadi.

Mesane Diiz Kas Seritlerinin Hazirlanmasi

Ketamin (15mg/kg)

hayvanlar

(75mg/kg)-Rompun
esliginde anesteziye alinan servikal
dislokasyon yontemi ile 6tenazi edildiler. Mesane
dokusu hizli bir sekilde izole edilerek igerisinde +4°C
sicakliginda Krebs sollisyonu (mM: NaCl 119, KCI
4.75, KH,PO4 1.2, NaHCO3 25, MgS04 1.5, CaCl; 2.5,
glukoz 11) bulunan petri kutusunda temizligi yapildi.
Mesaneden vertikal yénde, 2x10 mm ebadinda iki
veya Ug kas seridi hazirlandi. Hazirlanan kas seritleri
pH’si 7.4 ve sicakhg 37°C olan Krebs sollisyonu ile
dolu 20 ml’lik organ banyosuna yerlestirilerek alt ucu
banyo tabanindaki gelik ¢engele Ust ucu ise bir gelik
tel ile transdusere (ELJ-S045C-EMKA-R04003 ve
R0O4004) baglandi ve banyo %95 O, ve %5 CO; ile
surekli gazlandirildi. Doku seritlerine 1 gr gerim
uygulandi ve 1 saatlik inkiibasyon periyoduna tabi
tutuldu. inkiibasyon periyodu esnasinda banyo
ortami 15 dakikalik periyotlarla Krebs sollisyonu ile
yikandi  (22,23).

ACh’nin dozlari (10°-10% M) banyoya kimilatif

inkubasyon periyodu sonunda
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uygulanarak doz cevap egrisi elde edildi. Dokular Ug
kez yikanip 5 dk dinlendirildi ve bu islem l¢ kez
tekrarlandi. Daha sonra CP ekstrakti veya Luteolin’in
en dislk dozlari ayri ayri banyoya uygulandi ve 10 dk
maruziyet siiresi sonunda ACh dozlari (10°-103 M)
banyoya kiimdlatif uygulanarak doz cevap egrisi elde
edildi ve dokular U¢ kez yikanarak 5 dk dinlendirildi.
Bu islemler CP ekstrakti ve Luteolin’in her bir dozu
icin ayrica yapildi. Banyoda CP ekstrakti ve Luteolin’in
dozlarinin varliginda ve yoklugunda ACh’nin 10°-103
M dozlari
karsilastirilarak

ile elde edilen doz cevap egrileri
degerlendirildi. Bu  protokol
kontraksiyonlari indikleyici ajan olarak KCI'nin
kimdlatif dozlari (20, 40, 60, 80 ve 100 mM) banyoya
uygulanarak da yapildi. CP ekstrakti ve Luteolin’in
mesane diiz kas kontraktilitesi lizerine etkilerinin
mekanizmasinin arastirilmasi amaciyla L tipi Ca%*
kanal blokériu olan Nifedipin kullanildi. Banyoda
Nifedipin (107 M) varliginda ve yoklugunda ACh ve
KCI’nin

kontraksiyon cevaplari Uzerine CP ekstrakti veya

submaksimal dozlari ile indikelenen

Luteolin’in en yiiksek dozlarinin etkileri belirlendi.

istatistiksel Analiz

Calismamizdan elde edilen verilerin istatistiksel
analizleri SPSS20 istatistik programi kullanilarak
yapildi. Sonuglarin degerlendirilmesinde One Way
ANOVA’da

ortalamazStandard sapma (SD) olarak verildi. P<0.05

Duncan testi uygulandi. Degerler,

degeri anlamh kabul edildi.
BULGULAR

CP ekstraktinin 0.125 mg/mL dozunun ACh’nin
10°-103
kontraksiyonlar Gzerine 6nemli bir etkisinin olmadig
belirlendi (Tablo 1, Sekil 1, P>0.05, n=10). CP
ekstrakt’nin 0.25 mg/mL dozunun ACh’nin 10* M
dozu ile indliklenen kontraksiyon cevaplarini (Tablo
1, Sekil 1, P<0.05, n=10), 0.5 ve 1 mg/mL dozunun
ACh’nin 10* ve 103
kontraksiyon cevaplarini (Tablo 1, Sekil 1, P<0.001,
n=10) ve 2 mg/mL dozunun ise ACh’nin 10, 10* ve
10 M dozlariile indiiklenen kontraksiyon cevaplarini

M dozlari ile kumdalatif indlUklenen

M dozlar ile indiklenen

onemli Ol¢lide azalttig belirlendi (Tablo 1, Sekil 1,
P<0.001, n=10).

Tablo 1. CP ekstrakti’nin farkh dozlarinin ACh ile indiiklenmis in vitro mesane diiz kas kontraktilitesi Gizerine etkisi

(n=10).

Table 1. The effects of different doses of CP extract on ACh-induced in vitro bladder smooth muscle contractility

(n=10).

CP EKSTRAKTI
ACh
Dozlari Kontrol 0.125 mg/ml 0.25 mg/ml 0.5 mg/ml 1 mg/ml 2 mg/ml
X 5D X 5D X 15D X 15D X 5D X 5D

10° M 0.16+0.09% 0.15+0.06* 0.14+0.04* 0.1+0.03° 0.11+0.04% 0.07+0.04*
108 M 0.19+0.09% 0.16+0.05% 0.17+0.04% 0.16+0.03% 0.15+0.022 0.11+0.04*
107 M 0.21+0.072 0.2+0.04° 0.19+0.03% 0.19+0.04* 0.18+0.04* 0.10+0.04*
10° M 0.25+0.072 0.2+0.05% 0.2+0.6% 0.19+0.04% 0.18+0.03% 0.12+0.04°
10° M 0.33+0.13% 0.27+0.072 0.24+0.072 0.23+0.05% 0.23+0.05b? 0.19+0.05%
10* M 0.87+0.28* 0.63+0.04° 0.51+0.04° 0.42+0.07%° 0.33+0.04° 0.23+0.05¢
10° M 2.1340.29° 2.01+0.27% 1.8440.25%° 1.4940.28%° 1.34+0.17°¢ 0.85+0.2¢
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Sekil 1. Banyoda CP ekstraktinin farkli dozlarinin
varhiginda ve yoklugunda ACh (10°-103 M) ile
indiiklenen in vitro rat mesane diiz kas kontraktilitesi
doz cevap egrileri (n=10, P<0.05).

Figure 1. The in vitro rat bladder smooth muscle
contractility dose-response curves induced by ACh
(10°-10 M) in the presence and absence of different
doses of CP extract in bath (n=10, P<0.05).

10* M ACh ile indiklenen izole detrusor
kontraksiyonlari tzerine CP ekstraktinin en yliksek
dozu olan 2 mg/ml dozunun etkileri banyoda L tipi
Ca?* kanal blokérii olan Nifedipin varliginda ve
yoklugunda belirlendi. Banyoda hem CP ekstrakti
hem de Nifedipin’in ayri ayr varhiginda ACh ile
indiklenen kontraksiyonlarin 6nemli 6lciide azaldigi
(Sekil 2) ve banyoya CP ekstrakti ve Nifedipin birlikte
uygulandiginda ACh ile indiklenen kontraksiyon
cevaplarinin daha fazla azaldig tespit edildi (Sekil 2,

n=10, P<0.001***, P<0.05**).
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Sekil 2. 107 M Nifedipin varliginda ve yoklugunda 10°
4 M ACh ile indiklenen in vitro mesane diiz kas
kontraksiyonlari Gzerine CP ekstraktinin (2 mg/ml)

etkisi  (n=10, P<0.0001***,  P<0.01**; ACh:
Asetilkolin; CPE: Civanpergemi ekstrakt;; N:
Nifedipin).

Figure 2. The effect of CP extract (2 mg/ml) on in vitro
bladder smooth muscle contractions induced by 10*
M ACh in the presence and absence of 107 M
Nifedipine (n=10, P<0.0001***, P<0.01**; ACh:
Acetylcholine; CPE: Yarrow extract; N: Nifedipine).

CP ekstraktinin 0.125 mg/mL dozunun, KCl
dozlari ile kimdlatif indiklenen kontraksiyonlar
Uzerine anlaml bir etki olusturmadigi gozlemlendi
(Tablo 2, Sekil 3, n=10, P>0.05,). CP ekstraktinin 0.25
mg/mL dozunun KCI’'nin 20 mM dozunun cevabini
onemli Ol¢lide artirdig belirlendi (Tablo 2, Sekil 3,
n=10, P<0.05). 0.5 mg/mL dozunun KCI'nin 40, 60 ve
80 mM dozlart ile indliklenen kontraksiyon
cevaplarini anlamh diizeyde azalttig (Tablo 2, Sekil 3,
n=10, P<0.05), 1 ve 2 mg/mL dozlarinin ise KCl'nin 20
mM dozu hari¢ diger tim dozlarinin kontraksiyon
cevaplarini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalttigi belirlendi (Tablo 2, Sekil 3, n=10, P<0.05).

Tablo 2. CP ekstraktinin farkh dozlarinin KCl ile indiiklenmis in vitro mesane diiz kas kontraktilitesi tizerine etkileri

n=10).
'(I'able)z. The effects of different doses of CP extract on KCl-induced in vitro bladder smooth muscle contractility
(n=10).
CP EKSTRAKTI
Kontrol 0,125 mg/ml 0,25 mg/ml 0,5 mg/ml 1 mg/ml 2 mg/ml
Kcl X 8D X SD X #SD X #SD X #SD X 5D
20mM  0.34+0.01* 0.41+0.10%° 0.47+0.06° 0.2740.10° 0.331£0.12° 0.2240.12°
40 mM 1.2440.19° 1.3740.20° 1.19+0.22%° 0.85+0.17° 0.67+0.13° 0.384+0.11°¢
60 mM 1.92+0.30°  1.75+0.40%° 1.58+0.23%° 1.27+0.25° 0.7740.18°¢ 0.4+0.08¢
80 mM 2.24+0.41* 1.99+0.51%° 1.8+0.37%° 1.37+0.35% 0.96+0.18°¢ 0.62+0.11¢
100mM  2.32+0.33? 2.3+0.41°2 1.86+0.31%° 1.85+0.28%° 1.56+0.31b" 1.38+0.22°

Ayni satirda farkli harflerle ifade edilen degerler arasindaki fark anlamlidir. &2 veabc: p<0.05; 2 < P<0.01.
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Sekil 3. KCI'nin kiimdlatif dozlar (20-100 mM) ile
indiklenen in vitro mesane diiz kas kontraktilitesi
Gzerine CP ekstraktinin farkh dozlarinin etkisi (n=10,
P<0.05).

Figure 3. Effect of different doses of CP extract on in
vitro bladder smooth muscle contractility induced by
cumulative doses (20-100 mM) of KCI (n=10, P<0.05).

60 mM KCl ile induklenen kontraksiyonlar
Uzerine CP ekstraktinin en yuksek dozu olan 2 mg/ml
dozunun etkileri banyoda L tipi Ca?* kanal blokérii
olan Nifedipin varliginda ve yoklugunda belirlendi.
Banyoda hem CP ekstrakti hem de Nifedipin’in ayri
KCl (60 mM)
kontraksiyonlarin dnemli 6lglide azaldigi, CP ekstrakti

ayri varliginda ile indlklenen

ve Nifedipin’in birlikte uygulanmasinin sadece
Nifedipin’e kiyasla KCl ile indiiklenen kontraksiyon
cevaplarini daha gigli bir sekilde baskiladigl tespit

edildi (Sekil 4, n=10, ***: P<0.001).
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Sekil 4. 107 M Nifedipine’nin varliginda ve

yoklugunda 60 mM KCl ile indlklenen in vitro mesane
diiz kas kontraksiyonlari Gzerine CP ekstraktinin (2
mg/ml) etkisi (n=10, P<0.001***; KCl: Potasyum
klorir; CPE: Civanpergemi ekstrakti; N: Nifedipin).

Figure 4. The effect of CP extract (2 mg/ml) on in vitro
bladder smooth muscle contractions induced by 60
mM KCl in the presence and absence of 107 M

Nifedipine (n=10, P<0.001***; KCl: Potassium
chloride; CPE: Yarrow extact; N: Nifedipine).
Luteolin’nin  4x10°, 4x10% ve 4x107 M

dozlarinin, ACh’nin 10°-103 M dozlari ile kiimiilatif
indiiklenen kontraksiyon cevaplarini kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde degistirmedigi
olmadig belirlendi (Tablo 3, Sekil 5, n=10, P>0.05).
Luteolin’nin 4x10° M dozu 10* M AcCh ile indiiklenen
kontraksiyonlari ve Luteolin’in 4x10° M dozu ise 10
ve 10* M Ach ile indiiklenen kontraksiyon cevaplarini
onemli 6l¢lide azaltti (Tablo 3, Sekil 5, P<0.05, n=10).

Tablo 3. ACh’nin kimilatif dozlari ile indiiklenmis in vitro rat mesane diiz kas kontraktilitesi tizerine Luteolin’in

farkh dozlarinin etkileri (n=10).

Table 3. The effects of different doses of Luteolin on in vitro rat bladder smooth muscle contractility induced by

cumulative doses of ACh (n=10).

Ach LUTEOLIN
(log) Kgntrol 4&0‘9 M 4&0‘8 M 4x710'7 M 4&0‘6 M 4&0‘5 M
X £SD X £SD X £SD X £SD X £SD X £SD
10° M 0.0740.05° 0.0540.01° 0.0540.01° 0.0540.02° 0.0540.02° 0.09+0.01°
108 M 0.09+0.05° 0.0740.02° 0.0740.01° 0.0740.02° 0.08+0.02° 0.0610.02°
107 M 0.1040.05° 0.0940.03° 0.08+£0.02 0.14£0.03° 0.1310.04° 0.1140.02°
10 M 0.15+0.04%° 0.131£0.02° 0.1540.02° 0.1940.02° 0.1740.03° 0.1540.03°
10° M 0.4240.15° 0.3510.14° 0.24+0.10%° 0.24+0.08%° 0.23+0.07%° 0.15+0.03°
10* M 1.1640.2° 1.24+0.32%° 1.02+0.16%° 0.93+0.12%° 0.76+0.17°¢ 0.61+0.07¢
103 M 2.51+0.782 2.56+0.57°2 2.37+0.582 2.28+0.642 1.9610.44° 1.9440.19°

Ayni satirda farkli harflerle ifade edilen degerler arasindaki fark anlamlidir. &2 veabc: p<0.05; 2 < P<0.01.
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Sekil 5. ACh’nin 10°-10° M dozlari ile indiiklenen in
vitro mesane diz kas kontraksiyonlari (izerine
Luteolin’in farkh dozlarinin etkileri (n=10, P<0.05).
Figure 5. Effects of different doses of Luteolin on in
vitro bladder smooth muscle contractility induced by
10°-103 M doses of ACh (n=10, P<0.05).

10* M ACh

kontraksiyonlari

izole detrusor
4x10° M

dozunun etkileri banyoda Nifedipin varliginda ve

ile indUklenen

Uzerine Luteolin’in
yoklugunda belirlendi. Banyoda hem CP ekstrakti
hem de Nifedipin’in ayri ayri varliginda ACh ile
indiklenen kontraksiyonlarin dnemli 6lglide azaldig
(Sekil 6, n=10, P<0.001).

Luteolin varliginda elde edilen kontraksiyon cevaplari

gozlemlendi Banyoda

ile Luteolin ve Nifedipin’in birlikte varliginda alinan

kontraksiyon cevaplari arasinda istatistiksel olarak

anlamh farkhlk oldugu tespit edildi (Sekil 6, n=10,
P<0.001***, P<0.01**).
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Sekil 6. 107 M Nifedipine’nin varliginda ve

yoklugunda 10* M AcCh ile indiklenen in vitro rat
mesane diz kas kontraksiyonlari Gzerine Luteolin’in
(4x10° M) etkisi (n=10, p<0.001***, P<0.01**; ACh:
Asetilkolin; L: Luteolin; N: Nifedipin).

Figure 6. The effect of Luteolin (4x10° M) on in vitro
bladder smooth muscle contractions induced by 10*
M ACh in the presence and absence of 107 M

Nifedipine (n=10, P<0.001***, P<0.01**; ACh:
Acetylcholine; L: Luteolin; N: Nifedipine).
KCl  dozlari ile  kimdlatif indlklenen

kontraksiyon cevaplari (izerine Luteolin’in 4x10°-
4x10® M dozlarinin, anlamli bir etkilerinin olmadig
belirlendi (Tablo 4, Sekil 7, n=10, P>0.05). Luteolin’in
4x10° M dozu ise, KCI’nin 20, 40, 60 ve 80 mM dozlari
ile indiklenen kontraksiyonlari dnemli élglide azaltti
(Tablo 4, Sekil 7, n=10, P<0.05).

Tablo 4. KCI'nin kiimulatif dozlari ile indiklenmis in vitro rat mesane diiz kas kontraktilitesi Gzerine Luteolin’in

farkh dozlarinin etkileri (n=10).

Table 4. The effects of different doses of Luteolin on in vitro rat bladder smooth muscle contractility induced by

cumulative doses of KCI (n=10).

LUTEOLIN

Kcl Kontrol 4x10° M 4x10° M 4x107 M 4x10° M 4x10° M

X 45D X #SD X 45D X #SD X #SD X #SD
20 mM 0.20+0.08% 0.2740.1° 0.2240.09%  0.28+0.07° 0.2+0.05° 0.09+0.05°
40 mM 0.96+0.31° 1.15+0.42° 0.95+0.23° 1.1240.25°  0.98+0.29°  0.52+0.11°
60 mM 2.02+0.42° 2.04+0.33° 1.78+0.24° 1.9140.28° 1.73+0.33°  0.98+0.11°
80 mM 2.1740.63% 2.2540.43° 2.44+0.45° 2.5840.51°  2.33+0.41° 1.51+0.18°
100mM  2.15%0.59° 2.2140.48° 2.35+0.35° 2.4340.42°  2.38+0.34° 2.04+0.28°

Ayni satirda farkli harflerle ifade edilen degerler arasindaki fark anlamlidir, °: P<0.05.
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Sekil 7. KClI'nin kimilatif dozlari (20-100 mM) ile
indiklenen in vitro mesane diiz kas kontraktilitesi
Gzerine Luteolin’in farkli dozlarinin etkileri (n=10,
P<0.05).

Figure 7. Effects of different doses of Luteolin on in
vitro bladder smooth muscle contractility induced by
cumulative doses (20-100 mM) of KCI (n=10, P<0.05).

60 mM KCl ile induklenen kontraksiyonlar
Uzerine Luteolin’in 4x10° M dozunun etkileri
Nifedipin
Banyoda

banyoda varhiginda ve yoklugunda

belirlendi. hem Luteolin’in hem de
Nifedipin’in ayri ayri varliginda KCl ile indiklenen
kontraksiyonlarin énemli o6lglide azaldigi gorildi
(Sekil 8, n=10, P<0.001,). Luteolin’in 60 mM KCI ile
indiklenen kontraksiyonlari Nifedipin’e kiyasla daha
glcli bir sekilde baskiladigi, Nifedipin ile Luteolin’in
birlikte uygulamasinin ise Luteolin’e gére daha gigli
bir etki olusturmadigi belirlendi (Sekil 8, n=10, ***:

P<0.001).
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Sekil 8. 107 M Nifedipin’in varliginda ve yoklugunda
60 mM KCl ile indlklenen in vitro mesane diiz kas
kontraksiyonlari tizerine Luteolin’in (4x10° M) etkisi
(n=10, P<0.001***; KCI: Potasyum klorr; L: Luteolin;
N: Nifedipin).

Figure 8. The effect of Luteolin (4x10° M) on in vitro
bladder smooth muscle contractions induced by 60
mM KCl in the presence and absence of 107 M
Nifedipine (n=10, P<0.001***; KCl: Potassium
chloride; L: Luteolin; N: Nifedipine).

TARTISMA ve SONUG

cp
kullanilan g¢ok yillik bir bitki tirGdar (5). Yapisinda

alternatif tip alaninda yaygin olarak
yuzden fazla biyolojik aktif bilesik bulundugu rapor
edilen (6) CP’nin biyoaktivitesi ile ilgili yapilan
arastirmalarda CP ekstraktlarinin antimikrobiyal,
antiflojistik ve hepatoprotektif aktivitelere sahip
oldugu belirlenmistir (8). CP sulu ekstraktinin doza
bagimh olarak in vitro fare ve insan midesi
antrumunda diz kas kontraksiyonlarini indikledigi
rapor edilmistir (13). CP’nin yapisinda bulunan
flavonoidlerin ileum Uzerinde gevsetici etkili
olduklari, ayni zamanda bu flavonoidlerin izole kobay
ileumunda Ca%un hiicre icine akimini bloke ederek
spazmolitik etki gosterdikleri belirlenmistir (14,15).
Yaptigimiz bu ¢alismada, ACh ve KCl ile indiklenen in
vitro rat mesanesi diiz kas kontraktilitesi Gizerine CP
metanol ekstrakti ve CP’nin yapisinda bulunan
Luteolin bilesiginin muhtemel etkileri arastirildi.
Galismamizda KCI'nin farkh dozlari ile kimlatif
indiklenen kontraksiyon cevaplarinin CP metanol
ektraktinin bazi dozlar tarafindan inhibe edildigi
belirlendi. CP ekstraktinin farkli dozlarinin KCl ile
indiiklenen kontraksiyon cevaplarini azaltici etkisinin
voltaja duyarli L tipi Ca* kanallari Gizerinden oldugu
distndlmektedir. Clinki diiz kas kontraksiyonlari KCl
ile indUklendigi zaman ortamda potasyum (K*)
yogunlugunun artmasina bagli olarak kas fiberlerinde
depolarizasyon olusmaktadir. Kas fiberlerinde
meydana gelen depolarizasyon voltaja duyarli L tipi
Ca?* kanallarinin acilmasina sebep olur. Voltaja
duyarli Ca?* kanallarinin acilmasi araciligi ile de
ekstraselliiler alandan hiicre icine Ca?* girisi meydana
(24). ici  Ca?*

konsantrasyonunun artmasina baglh olarak hiicre igi

gelmektedir Ayrica  hiicre
Ca?*depolari olan sarkoplazmik retikulumlardan Ca?*
serbest birakilarak hiicre ici Ca?* konsantrasyonu
daha da artirilmaktadir (25). Bu olaylar sonucunda
diz kasta kasilim meydana gelmektedir. KCl'nin
Ca2+

gergeklestiginden ve CP ekstrakti KCl ile indiklenen

etkisini ozellikle kanallari Uzerinden

kontraksiyonlari inhibe ettiginden ¢alismamizda

Nifedipin pozitif kontrol olarak kullanildi ve Nifedipin
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ile CP ekstraktinin, KCl ile indiklenen mesane diiz kas
kontraksiyon cevaplarini esit derecede azalttiklar
goruldi. Nifedipin ile CP ekstraktinin en yiksek
dozunu banyoya birlikte uyguladigimizda, KCl ile
indiklenen kontraksiyon cevaplarini daha gigli bir
Bu durumda CP

ekstrakti ile Nifedipin’in birlikte kullaniminin etki

sekilde azalttiklari belirlendi.

glclenmesine  neden  olabilecegi  duslndlda.
Bulgularimiza paralel olarak Moradi ve ark. (26) CP
etanol ekstraktinin 60 mM KCl ile indiiklenen izole rat
ileum diz kas kontraksiyon cevaplarini azalttigini
belirlemisler ve bu etkinin voltaja duyarli L tipi Ca*
kanallari Gzerinden oldugunu belirtmislerdir.
Urinasyon esnasinda parasempatik kolinerjik
kasindaki

reseptorler Gzerindeki bazi bolgelerden ve trotelyum

sinirlerden, mesane diz muskarinik
icinde bulunan non-néronal hiicrelerden ACh salinimi
olmaktadir. ACh’nin salinimi sonucunda mesane diiz
kasinda glgli kontraksiyonlar meydana gelmektedir
(27). ACh salimimi, presinaptik sinir terminallerinde
bulunan muskarinik 1 (M1) reseptorlerinin uyariimasi
sonucunda artarken, muskarinik 2 (M) ve muskarinik
4 (Mg) reseptorlerinin uyariimasi ile azalmaktadir
(28). ACh salinimina neden olan bir diger etken ise
Urotelyumun gerilmesidir. Mesanenin dolma fazinda
Urotelyum belli bir gerime ulastigl zaman, ACh
salinimi olmakta ve Urinasyon kontraksiyonlari
ACh, (Ms)

reseptorlerine baglandigi zaman fosfolipaz C aktive

baslatiimaktadir. muskarinik 3
olarak inozitol trifosfat (IP3) olusumuna neden
olmaktadir. IP3 ise sarkoplazmik retikulumdan Ca?*
salinimini uyararak kalmodulinin konformasyonel
degisime ugramasina yol agmaktadir. Kalmodulinin
konformasyonel degisime ugramasi sonucunda
mesane diiz kasinda kasilma meydana gelmektedir.
Bu mekanizmanin yani sira, ACh M3 reseptorlerine
L tipi Ca*

kanallarindan hiicre icine Ca?' girisini artirarak,

baglandigi zaman, voltaja duyarli
mesane diz kasinin kasilmasini saglamaktadir (29).
Calismamizda, CP metanol ektraktinin en disiik
dozunun, ACh dozlarinin cevaplarini dnemli 6lglide
degistirmedigi tespit edildi. Niazmand ve Saberi (30)

yaptiklari galisma neticesinde CP akoéz-etanolik

ekstraktinin 0.125 mg/ml dozunun izole rat kalp kasi
bir

Galismamizda

kontraktilitelerini  dnemli sekilde azalttigini
cP

ekstraktinin diger ¢ dozunun ise ACh’nin bazi

belirlemislerdir. metanol

dozlarinin cevaplarini azalttiklari belirlendi. Babaei ve
(16) ile CP’nin

hidroalkolik ekstraktinin farkli dozlarinin, in vitro

ark. yapmis olduklari ¢alisma
kobay ileum diiz kas kontraksiyonlarini doza bagiml
olarak baskiladiklarini belirlemislerdir. Borrelli ve ark.
(12) ise, CP sulu ekstraktinin in vitro fare antrum mide
diz kas kontraktilitelerini indiikledigini rapor
etmislerdir. Moradi ve ark. (26) CP etanol ekstraktinin
ACh

kontraksiyon cevaplarini azalttigini belirlemislerdir.

ile induklenen izole rat ileum diz kas

CP ekstaraktinin farkli dozlarinin ACh cevaplarini
azaltici etkisi M3 reseptor yolag, voltaja duyarli L tipi

Ca?*kanali yolagi veya her iki yolak tizerinden olabilir.

CP ekstraktinin voltaja duyarl L tipi Ca?* kanallari

Uzerinden etkili olabilecegi, KClI ile indiklenen
mesane diiz kas kontraksiyonlari (lizerine CP
ekstraktinin  etkisi  galisilarak  belirlendi. CP

ekstraktinin voltaja duyarli L tipi Ca®" kanallari
Uzerinden etkisinin olmasinin yani sira, M3 reseptor
yolagi Gzerinden de etkili olarak ACh ile indiiklenen
mesane diz kas kontraksiyon cevaplarini azalttigini
belirlemek icin voltaja duyarli L tipi Ca?*kanal blokéri
Nifedipin kullanildi. Nifedipin
kapatilarak Ms; vyolagl agik birakildi. Béylece CP

ile Ca%* kanallari

ekstraktinin M reseptor yolagl Uzerinden de etkili
cp ACh

indiklenen mesane diiz kas kontraksiyon cevaplari

olmasi durumunda, ekstraktinin ile
Uzerine Nifedipin’nin etkisinden daha fazla bir
gevsetici etki géstermesi beklendi. Banyoda 107 M
Nifedipin varliginda 10* M ACh’ya verilen cevapla,
banyoda Nifedipin+CP ekstrakti varliginda ACh
cevaplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu belirlendi. Dolayisiyla, CP ekstraktinin ACh ile
indiklenen mesane diiz kas kontraktil cevaplarini
azaltici etkisinin, voltaja duyarli L tipi Ca2*kanallarinin

yani sira M3 reseptor yolagi Gizerinden de olabilecegi

distnalda.
Luteolin’in  en ylksek dozunun KCI ile
indiklenen kontraksiyon cevaplarini ekseriyetle
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azalttigini belirledik. KCl ile  indiklenen
kontraksiyonlar Gzerine Luteolin’in etki
mekanizmasinin  da  arastinldigi  ¢alismamizda

Nifedipin pozitif kontrol olarak kullanildi ve KCI ile
indiklenen mesane diiz kas kontraksiyon cevaplarini
daha
belirlendi. Ayrica Nifedipin ile Luteolin’in birlikte

Luteolin’in  Nifedipin’den fazla azalttig
kullaniminin herhangi bir etki gliclenmesine neden
olmadig gorildl. Daha once yapilmis bir ¢alismada
Luteolin’in in vitro rat vaz deferensinde, kobay
ileumu ve trakeasinda antispazmodik aktviteye sahip
oldugu belirlenmistir (31). Luteolin’in ratlarda kan
(32)

kopeklerde koroner arter direncini azaltarak koroner

basincini  distrlict  etkisinin  oldugu ve
arterlere kan akigini artirdigi (33) bilinmektedir. Yine
Luteolin’in rat torasik aortasinda vazodilatasyonu
(34). Baska bir

calismada ise, Luteolin’in KCl ile indlklenen in vitro

indlkledigi ifade edilmektedir
rat aort diiz kas seritlerinde kontraksiyon cevaplarini

azalttigi ve vazodilatator etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Bu etkinin ise hicre disindan hiicre
icine Ca* aliminin azalmasindan olabilecegi ifade
edilmistir (35). bir

arastirmada ise, Luteolin’in rat torasik aortasinda

Bu c¢alismaya benzer farkl

vazorelaksiyona neden etkinin

K+

oldugu ve bu
kanallarinin

Ca2+

Luteolin’in aktivasyonunu
inhibe
(36).

literatlire paralel

ve

sarkolemmal kanallarini ederek

gerceklestirdigi belirlenmistir Bizim

¢alismamizin  bulgulari olarak
Luteolin’in kontraksiyonlari inhibe edici etkisinin Ca%*
kanallari aracihgiyla oldugu belirlenmistir.

Luteolin’in bazi dozlarinin ACh cevaplarini
azalttigini  belirledigimiz bu ¢alismamiza benzer
sekilde yapilan baska bir ¢alismada, Luteolin’in ACh
indlklenen ileum diz kas

ile in vitro kobay

kontraksiyon cevaplarini %45 civarinda azalttigi
belirlenmistir. Yine bu g¢alismada Luteolin’in baryum

iyonu tarafindan indiklenen in vitro kobay trakea diiz

kas kontraksiyon cevaplarini doza bagh olarak
azalttigr rapor edilmistir (37). Luteolin’in, ACh
cevaplarini azaltici etkisinin muhtemel

mekanizmalarindan birisi Luteolin’in M3 reseptor

yolagini inhibe ederek kontraksiyon cevaplarini

azaltmasidir. Bunun yani sira Luteolin voltaja duyarli
L tipi Ca?* kanallarini bloke ederek ekstraselliiler
bélgeden hiicre icine Ca?* girisini veya sarkolemmal
Ca? ici Ca?*

depolarindan engelleyebilir.

inhibe ederek hicre
Ca2+

Luteolin’in, voltaja duyarl

kanallarini

salinimini

L tipi
KCl

mesane diz kas kontraksiyonlari Gizerine Luteolin’in

Ca?* kanallar

Uzerinden etkili olabilecegi, ile indiklenen
etkisi galisilarak belirlendi. Luteolin’in voltaja duyarli
L tipi Ca%* kanallari tizerinden etkisinin olmasinin yani
sira, Ms reseptor yolagl Uzerinden de etkili olup
olmadigini belirlemek icin, voltaja duyarh L tipi Ca?*
kanal blokérii Nifedipin kullanildi. Nifedipin ile Ca%
kanallari kapatilarak Mj yolagi agik birakildi. Bdylece
Luteolin’in Ms reseptdr yolagi lizerinden etkili olmasi
durumunda, ACh ile indiklenen mesane diz kas
kontraksiyon  cevaplari  Uzerine  Nifedipin’in
etkisinden daha fazla bir gevsetici etki géstermesi
beklendi. Banyoda Nifedipin varliginda alinan ACh
birlikte

varliginda alinan cevaplar arasinda istatistiksel olarak

cevaplari ile Luteolin ve Nifedipin’in
anlamli bir fark olmadig belirlendi. Dolayisiyla,
Luteolin’in ACh ile indiiklenen in vitro mesane diiz kas
kontraktil cevaplarini azaltici etkisinin, M3 reseptor
yolagi Gzerinden olamayacagi kanisina varildi.

Sonug olarak hem CP ekstraktinin hem de
Luteolin’in bazi dozlarinin ACh ve KCl ile indiiklenen
izole detrisor diz kas kontraksiyon cevaplarini
anlamli élgide inhibe ettikleri, CP ekstraktinin bu
etkisini L tipi Ca?* kanallari ve Ms resptér yolagi
Uzerinden, Luteolin’in ise kontraksiyonlari inhibe
L tipi Ca%
gerceklestirdigi belirlendi.

edici etkisini kanallar1 (izerinden
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Oz: Bu calismada, ratlarda Cyclophosphamide (CP) ile indiiklenen hemorajik sistitte izole mesane diiz kas kontraksiyonlari ve
mesane histopatolojisi Uzerine Rutin’in etkileri arastirildi. Calismada 24 adet eriskin disi Sprague Dawley rat kullanildi ve
ratlarin agirliklari ortalama 200-250 gramdi. Dort deney grubu olusturuldu ve her bir grupta 6 rat vardi. Kontrol ve CP grubuna
7 gun intraperitoneal (ip) serum fizyolojik uygulandi. Ayrica, CP grubuna serum fizyolojik uygulamasinin 5. giinii tek doz CP
(150 mg/kg, ip) enjekte edildi. Rutin uygulanan gruplara serum fizyolojikte ¢ozdurilmus Rutin (50 mg/kg, ip) 7 glin enjekte
edildi. Rutin+CP grubuna, Rutin uygulamasinin 5. giinii tek doz CP uygulandi. Deneysel uygulamanin 8. giinii ratlar anestezi
esliginde dekapite edilerek mesaneleri izole edildi. izole mesane diiz kas seritlerinde Asetilkolin (Ach) (10 M) ve Potasyum
Klortir (KCI) (60 mM) ile indiiklenen kontraksiyon degerleri elde edildi. Ayrica mesaneler hematoksilen eozin ile boyanarak
histopatolojik degerlendirme yapildi. CP grubundaki ratlarda ACh ve KCl ile indiiklenen in vitro kontraksiyonlarin arttigi fakat
istatistiksel 6nem arz etmedigi (P>0.05) ve Rutin uygulamasinin artan kontraksiyon cevaplarini azalttigi belirlendi.
Histopatolojik incelemede mesane limeninde epitel dokiintl, mukoza epitelinde deskuamasyon, koagulasyon nekrozu ve
siddetli diizeyde eritrosit goriilirken, Rutin’in bu degisiklikleri azalttigi gorildl. Sonug olarak; CP ile indiiklenen hemorajik
sistitte mesane kontraktilitesi ve histopatolojisi Gzerine Rutin uygulamasinin protektif etkili oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Histopatoloji, Rutin, Siklofosfamid, Sistit, Rat.

Effects of Rutin on Bladder Contractility and Histopathology in
Cyclophosphamide-Induced Hemorrhagic Cystitis in Rats

Abstract: In this study, the effects of Rutin on the isolated urinary bladder smooth muscle contractions and bladder
histopathology in Cyclophosphamide (CP)-induced hemorrhagic cystitis in rats were investigated. In study, twenty-four adult
female Sprague Dawley rats were used and the avarage weight of the rats was 200-250 g. Four experimental groups were
formed and each group had 6 rats. The control and CP groups were administrated intraperitoneally (ip) physiologic saline
solution for 7 days. Also, CP group was injected the single dose of CP (150 mg/kg, ip) on the fifth day of saline administration.
The Rutin application groups, Rutin (50 mg/kg, ip) dissolved in physiological saline were injected for 7 days. The Rutin+CP
group was administered a single dose of CP on the fifth day of Rutin administration. On the 8th day of the experimental
procedure, the rats were decapitated in the presence of anesthesia and their bladders were isolated. The contraction values
induced by Acetylcholine (ACh) (10-* M) and Potassium Chloride (KCI) (60 mM) in isolated bladder smooth muscle strips were
obtained. Besides, urinary bladders were performed the histopathologic evaluation by staining with hematoxylin eosin. It was
determined that the increased in vitro contractions induced by ACh and KCl in the CP group rats but not statistically significant
(P>0.05) and Rutin administration was reduced the increased contraction responses. Histopathological examination was seen
that Rutin reduced these changes while epithelial rash in the bladder lumen, desquamation in the mucosal epithelium,
coagulation necrosis and severe erythrocyte. In conclusion, in CP-induced hemorrhagic cystitis was determined to be a
protective effect of Rutin application on bladder contractility and histopathology.

Keywords: Cyclophosphamide, Cystitis, Histopathology, Rat, Rutin.
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GiRIS
olarak

K (1).

Antikanser bir ajan olan Cyclophosphamide (CP)

emoterapotik ajanlar temel

malignitelerin tedavisinde kullanilirlar
meme ve akciger kanseri, sistemik lupus
eritematozus, romatoid artrit ve multiple sklerozis
gibi malignite ve hastaliklarin tedavisinde siklikla
bir  kemoterapotiktir  (2). CP’nin
hepatotoksisite (3), nefrotoksisite (4),

kardiyotoksisite (5), akciger toksisitesi (6) ve gonadal

basvurulan

toksisite (7) gibi yan etkileri bu ajanin kullanimini

sinirlamaktadir. CP’nin  metaboliti olan akrolein
bilesigi, reaktif oksijen turlerinin (ROS) lretimine ve
lipid peroksidasyonunun artmasina sebep olmaktadir
(8). Akrolein bilesigi doku ve hicrelerde toksik
etkilere sebep olurken, CP’nin antineoplastik etkileri
fosforamid mustarti ile olusmaktadir (9). CP'nin farkli
organ toksisitelerinin yani sira, hemorajik sistit,
mesane fibrozisi ve nekrozu gibi Girolojik yan etkileri
de (10,11). CP’nin

hemorajik sisititin olusum mekanizmasinin tam

bulunmaktadir indikledigi
olarak bilinmemesine karsin, akrolein bilesiginin
oksidatif stresi indUkleyerek sistit olusumuna neden
olduguna inanilmaktadir (12). CP ile indiklenen
hemorajik sistit, mesane kapasitesinde azalma,
mesane diz kasinin kontraksiyonlarinda artma ve

kiiciik vollimlerde sik Urinasyon ile karakterizedir

(13,14). Ayrica mesanede ciddi 6dem olusumu ve

mukozal  hematomlu  hemorajiler  belirlenen
degisikliklerden bazilaridir  (15). Son vyillarda
antikanser ajanlarin organizmadaki yan etkileri

Uzerine bitkilerin yapisinda bulunan biyolojik aktif
bilesiklerin etkileri ile alakali yogun bir sekilde
cahismalar yapilmaktadir. Bitkilerin yapisinda bulunan
(16),
etkilerinin O6nlenmesinde veya azaltilmasinda ve
farkh

detoksifikasyonunda énemli rol oynarlar (17). Meyve

flavonoidler antikanserojen ajanlarin yan

sebeplerle olusan serbest radikallerin

sularinin ve sebzelerin yapisinda bolca bulunan Rutin

bir flavonoid bilesik olup, antiinflamatuvar (18),

antitimor  (19), (20), bagisikhk

sistemini diizenleyici (21) ve kalp kasini koruyucu (22)

antimutajenik

etkileri vardir. Rutin bilesiginin antikanserojen
ajanlarin yan etkilerini onleyici veya azaltici etkileri
bilinmektedir. Rutin uygulamasinin, CP ile indiklenen
(23),

inflamasyonu (24) azalttigi rapor edilmistir. Literatlr

reprodiiktif toksisiteyi oksidatif stresi ve
taramalarimiz sonucunda, ratlarda CP ile induklenen
hemorajik sistitte Rutin’in etkileri ile alakal bir
arastirmaya rastlanilmamistir. Bu dogrultuda yapmis
oldugumuz calismada, CP ile indiklenen hemorajik
sistitte, mesane diz kas kontraktilitesi ve mesane
antioksidan

Uzerine ve

glclu
bir

etkilerinin belirlenmesi amaglandi.

histopatolojisi

antiinflamatuvar etkili bilesik olan Rutin’in

MATERYAL ve METOT

Bu calisma Atatiirk Universitesi Rektorliigi

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanlig

tarafindan onaylandi (Karar No: 2013/131).

Kullanilan Deney Hayvanlari

Calismada Sprague Dawley cinsi agirliklari
ortalama 200-250 gr olan 24 adet eriskin gebe
olmayan disi rat kullanildi. Ratlar Atatiirk Universitesi
Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
temin edildi ve deney glinliine kadar bu merkezde
barindinildi. Biitlin hayvanlar standart laboratuvar

sartlarina tabi tutulup su ve yem ad libitum verildi.

Deneysel Uygulamalar

Her bir grup 6 adet rat olmak lizere Kontrol, CP,
Rutin+CP ve Rutin olmak izere dort ana deney grubu
olusturuldu. Kontrol grubuna 7 giin boyunca
intraperitoneal (ip) serum fizyolojik enjekte edildi. CP
grubuna 7 gin ip serum fizyolojik uygulandi ve
uygulamanin 5. giini tek doz CP (150 mg/kg, ip)
enjekte edildi. Rutin+CP grubundaki ratlara 7 giin

serum fizyolojikte ¢ozdirulmis Rutin (50mg/kg, ip)
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uygulandi ve Rutin uygulamasinin 5. glinii tek doz CP
(150 mg/kg, ip) verildi. Rutin grubunun ratlarina ise 7
gun serum fizyolojikte ¢6zdurilmus Rutin (50mg/kg,
ip) uygulamasi yapildi. Deneysel uygulamalarin 8.
GlnU (CP enjeksiyonundan 72 saat sonra) ratlar
ketamin hidroklortr (Ketalar: 75mg/kg) ve ksilazin
(Rompun: 15 mg/kg) anestezisi esliginde servikal

dislokation yontemi ile 6tenazi edildiler.

izole Mesane Kesitlerinin Hazirlanmasi ve in Vitro
Kasilimlarin Degerlendirilmesi

Dekapite edilen ratlarin mesaneleri izole
edilerek icerisinde +4 °C sicakliginda Krebs solisyonu
(mM: NaCl,113; KCI 4.7; NaHCOs, 19.8; KH2PO4, 1.2;
MgCly, 2.5; CaCly, 1.7; glukoz, 11.1; pH, 7.4) bulunan
petri kutusuna alinarak seroza ve bag dokusu
temizlendi. Daha sonra mukoza tabakasi hafifce
kazinarak kas dokusundan ayrildi ve mesanelerden iki
adet 2x10 mm ebatlarinda diiz kas seritleri hazirlandi.
Elde edilen kas seritleri icerisinde sicakhg 37°C ve
pH’si 7.4 olan Krebs sollisyonu bulunan, %95 O: ve
%5 CO2 gaz karisimi ile strekli gazlandirilan, 20 ml’lik
organ banyosuna asildi. Kesitlere 1 g gerim uygulandi
ve 1 saatlik inklibasyon periyoduna maruz birakildi.
Bu siire icerisinde her 15 dk’da bir banyonun Krebs
soliisyonu yenisi ile degistirildi (25). inkiibasyon
periyodu sonunda ACh ve KCI'nin 0Onceki
calismalarimizda belirlemis oldugumuz submaksimal
dozlari olan sirasiyla 10 M ve 60 mM dozlan
banyoya uygulanarak izometrik kasilimlar kaydedildi.
arasinda

Elde edilen kasilim degerleri gruplar

karsilastirilarak degerlendirildi.

Histopatolojik Muayane

Histopatolojik degerlendirme amaciyla alinan rat
mesanelerine ait doku oOrnekleri %10’luk formalin
soliisyonunda 48 saat tespit edildi. Rutin doku takip

islemleri sonucu parafin bloklara gomuldi. Her

bloktan 4 kalinliginda  kesitler  alindi.

pum

Histopatolojik inceleme icin hazirlanan preparatlar
hematoksilen-eozin (HE) ile boyanip isik mikroskobu
ile incelendi (Leica DM 1000, Germany). Kesitler
histopatolojik bulgulara gore yok (-), hafif (+), orta

(++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS
20 izole organ
One Way

ANOVA'da Tukey testi ile degerlendirildi. Degerler,

istatistik programinda yapildi.

deneylerinden elde edilen veriler
ortalamazSD olarak verildi. Histopatolojik bulgularin
degerlendiriimesinde  de  Kruskal-Wallis

kullanildi. P<0.05 degeri anlamli kabul edildi.

testi

BULGULAR

Deney gruplarindaki ratlarin mesane dokulari

makroskobik  olarak incelendiginde,  kontrol
grubundaki ratlarin mesane dokularinin fizyolojik
gorinime sahip oldugu ve herhangi bir degisiklik
olmadig belirlendi. CP grubunun mesane dokulari
makroskobik  olarak  incelendiginde, mesane
dokusunda 6demlesme oldugu, kizariklik meydana
geldigi ve mesane duvar kalinhginin arttig
gozlemlendi. Ayrica CP grubundaki ratlarin mesane
dokusu ebatlarinin diger gruplardan daha biyik
oldugu gorildi. Rutin uygulamasinin bu degisiklikleri

onemli 6lglide azalttigr gorilda.

ACh ve KCl ile indiiklenen Mesane Kontraksiyonlari

Hemorajik sistitli ratlarin mesane diz kas
seritlerinin spontan kasilimlarinin arttigi gdzlemlendi.
ACh ve KCl ile indiklenen kontraksiyon cevaplarinin
CP grubunda arttigi fakat istatistiksel 6nem arz
etmedigi belirlendi (Tablo 1, Sekil 1 ve 2, P>0.05).
Rutin uygulamasi yapilan gruplarda ACh ve KCl ile
indiklenen kontraksiyonlarin CP grubuna gore
azaldigi ancak diger gruplardan farkli olmadigi tespit

edildi (Tablo 1, Sekil 1 ve 2, P>0.05).
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Tablo 1. Deney gruplarinin in vitro mesane diiz kaslarinda ACh (10* M) ve KCl (60 mM) ile indiiklenen

kontraksiyon cevaplarinin degerleri (n=6).

Table 1. The values of contraction responses induced by ACh (10 M) and KCl (60 mM) at in vitro urinary bladder

smooth muscle of experimental groups (n=6).

Deney Gruplari
Kontrol CP Rutin+CP Rutin P Degeri
X+SD X+SD X+SD X+SD (n=6)
ACh 1.59+0.39 1.96+0.49 1.5+0.24 1.58+0.25 P>0.05
KCl 1.27+0.27 1.6+0.38 1.35+0.25 1.2740.24 P>0.05
CP: Cyclophosphamide, ACh: Asetilkolin, KCl: Potasyum koloriir, SD: Standart deviation
ACh (10 m) 2.5 KCI (60mM)
3.0
2.54 @ 2.0
C T - —
c 2.0 0 1.5- L
>
2 wy T T s -
® 1,54 o = ,
T o 5 1.01 ;
£ 1.0- 5 e
X - X 0.5+ "
0.5 .
0.0" l-.. T 00- ! . .y o
Kontrol CP Rutin+CP  Rutin Kontrol CP Rutin+CP  Rutin

Deney Gruplan

Sekil 1. Deney gruplarinin in vitro mesane diiz
kaslarinda ACh (10 M) ile indiiklenen kontraksiyon
cevaplari. (n=6)

Figure 1. The contraction responses induced by ACh
(10 M) in in vitro urinary bladder smooth muscle of
experimental groups. (n=6)

Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubunun mesane dokular
incelendiginde normal histolojik yapida oldugu tespit
edildi (Sekil 3-A). CP grubunun mesane dokulari
incelendiginde, mesane limeninde dokiintl, mukoza
epitelinde siddetli diizeyde eritrosit gorilda (Sekil 3-
B). Yalanci ¢ok katli mukoza epitelinin kubik epitele
donlUstigli ve mukozanin epitel hicrelerinde
deskuamasyon ve koagulasyon nekrozu belirlendi
(Sekil 3-C).

damarlarda siddetli hiperemi ve kanamalara rastlandi

Propria mukozada siddetli 6deme,

Deney Gruplan

Sekil 2. Deney gruplarinin in vitro mesane diiz
kaslarinda KCI (60 mM) ile indiiklenen kontraksiyon
cevaplari. (n=6)

Figure 2. The contraction responses induced by KCl
(60 mM) in in vitro urinary bladder smooth muscle of
experimental groups. (n=6)

(Sekil 3-B). Muskiler tabakada 6dem ve damarlarda

hiperemi, serozada odematéz kalinlasma ve
damarlarda siddetli hiperemi tespit edildi (Sekil 3-D).
Rutin+CP grubunun mesane dokulari incelendiginde,
mukoza epitelinde hafif deskuamasyon ve tek katli
epitele donilistiglu goruldi. Lamina propriada orta
dizeyde 6dem, ve damarlarda hiperemi gorildi
(Sekil 3-F). Rutin grubunda ise mukoza, lamina
propria, lamina miuskilaris ve serozanin normal
histolojik yapida oldugu tespit edildi (Sekil 3-E).

Histopatolojik bulgular Tablo 2’de 6zetlendi.
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Sekil 3. Mesane dokusu, Kontrol grup-A, normal histolojik gériinimi; CP grup-B, lamina epitelyaliste nekroz (ok
baslari), siddetli kanama (oklar), limende yogun miktarda eritrosit ve dokiintl epiteller, siddetli 6dem (E) Bar:
100 um; CP grup-C, damarlarda siddetli hiperemi (H) ve hemoraji, lamina eptelyalis kibik epitele donlismus; CP
grup-D, Serozada 6dem (oklar), damarlarda hiperemi; Rutin grup-E, normal histolojik yapi; CP+Rutin grup-F,
lamina propriada orta diizeyde 6dem, damarlarda hiperemi, H&E, Bar: 50 um.

Figure 3. Urinary bladder tissue, Control group-A, normal histological appearance; CP group-B, in the lamina
epithelialis necrosis (arrowheads), severe bleeding (arrows), mass erythrocyte and erythema epithelium in
lumen, severe edema (E) Bar: 100 um; CP group-C, Severe hyperemia (H) in veins and hemorrhage, laminae
eptelyalis transformed into cubic epithelium; CP group-D; edema (arrows)in serosa, hyperemia in vessels; Rutin
group-E, normal histological structure; CP+Rutin group-F, middle edema in lamina propria, hyperemia in vessels,
H&E, Bar: 50 um.
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Tablo 2. Histopatolojik bulgularin degerlendirilmesi.
Table 2. Evaluation of histopathological findings.

Kontrol CP Rutin+CP Rutin
Deskuamasyon
- +++ ++ -
Erezyon
Koagulasyon
- ++ - -
Mukozada nekrozu
Damarlarda
. . - +++ ++ -
hiperemi
Kanama - +++ + -
Odem - +++ ++ -
Lamina Propria Damarlarda
. . - +++ +
hiperemi
Odem - - - -
Damarlarda
. . . - +++ + -
Lamina hiperemi
Muskdilaris Odem - ++ - -
Damarlarda
. . - +++ + -
hiperemi

CP: Cyclophosphamid
TARTISMA ve SONUC

CP gibi antikanserojenlerin tedavi etkinligi, bu
mevcut etkilerinden
(26).

arastirmalarda antikanser ajanlarin yan etkilerinin

ilaglarin yan dolayi

sinirlanmaktadir Son zamanlarda yapilan
azaltilmasi veya oOnlenebilmesi amaciyla bitkilerin
bulunan  farkh siklikla
(27,28). Bu kullanilan

flavonoid bilesiklerden birisi Rutin’dir (23,24). Bu

yapisinda bilesikler

kullaniimaktadir amacla

¢alismada CP ile indiiklenen hemorajik sistitte in vitro

mesane diz kas kontraktilitesi ve mesane

histopatolojisi Gzerine Rutin’in etkileri belirlendi.
Organizmada cesitli yan etkilere sahip oldugu
(3-8) CP’nin yan etkilerinden birisi de

hemorajik sistittir (11). CP ile indiklenen hemorajik

bilinen

sistitte mesane dokusunda etkilenen mekanizmalar
arasinda mesane kontraktilitesi de bulunmaktadir.
CP’nin toksik bilesigi olan akroleinin farkli dozlarinin

doza bagimli olarak in vitro mesane diz kasinda

kontraksiyonlari indikledigi belirlenmistir  (13).
Mesane diz kas kontraktilitesi Gzerine CP’nin in vivo
etkilerinin arastirildigi baska bir ¢alismada CP

uygulamasindan 60 saat sonra karbakol ile uyarilan

izole detrusor cevaplarinin EC50 degerlerinin yaklasik

%60 oraninda azaldigi tespit edilmistir (14). Sivri
farelerin (Suncus murinus) mesanelerinde CP’nin
akut etkilerinin arastinldigi bir diger arastirmada ise,
karbakol indiklenen  kontraktil cevaplar
degerlendirilmis karbakol CpP

uygulamasi ile azaldigi belirlenmistir (29). Mevcut

ile
ve cevaplarinin
arastirmamizda literatlir bilgilerin aksine hem ACh
hem de KCl ile indiiklenen in vitro mesane diiz kas
kontraksiyon cevaplarinin CP grubunda kontrol ve
daha

kontraksiyon cevaplarindaki bu artislarin istatistiksel

diger gruplardan fazla oldugu, ancak
olarak anlamli olmadig tespit edildi. Elde ettigimiz
bulgular ile literatlr farklihginin, diger arastirmalarda
mesane mukozasinin bitlinligld korunurken bizim
¢alismamizda mukoza butlnliglinin bozulmasindan
kaynaklandigi distiniilmektedir. Anderson MC ve ark.
(30) CP ile indiiklenen sistitli mesane dokularinda bir
olan Metkolin ile

muskarinik reseptor agonisti

indiiklenen kontraksiyonlarin mukozasiz
mesanelerde daha glicli oldugunu tespit etmislerdir.
Mesane mukozasindan salinan nitrik oksit (NO)
mesanede hem fizyolojik hem patolojik durumlarda
énemli rol oynar (31-33). Ozellikle inflamasyon
esnasinda mukozadan salinimi artan NO’in, mesane
etkiledigi kontraksiyon

kontraksiyonlarini ve
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cevaplarini azaltici etkili oldugu bildirilmektedir (30).
Hem Giglio D ve ark. (14) hem de Mok MH ve ark.’nin
(29) yapmis olduklari galismalarda CP ile sistit
deney  hayvanlarinin

olusturulmus mesane

dokularinda mukoza tabakasinin  butlunligiinu
bozmadan kontraktil cevaplari degerlendirilmistir.
inflamasyonlu mesanelerden NO salinimi arttigindan
ve NO’nun kontraktil cevaplari azalttigindan, CP
grubunda  kontraksiyon  cevaplarinin  kontrol
grubundan disik olmasi bu durumun bir sonucu

olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu mekanizmalardan

dolayl bizim c¢alismamizda mesane mukozasinin
ortadan kaldirilmasi ile NO saliniminin azaldigi, buna
bagh olarak ACh ve KCI ile indlklenen
kontraksiyonlarin daha yiiksek oldugu
distuntlmektedir.

Deney gruplarindaki ratlarin mesane

dokularinin makroskobik incelemesi yapildiginda, CP
grubunun mesane dokularinda 6demlesme oldugu,
hemorajiler meydana geldigi ve mesane duvar
kalinhginin arttig1 goézlemlendi. Ayrica CP grubundaki
ratlarin  mesane  dokularinin  ebatlari  diger
gruplardakinden daha biyukti. Rutin uygulamasinin
ise bu degisiklikleri 6énemli olglide azalttigi goruldi.
Elde ettigimiz makroskobik bulgular, Giglio D ve
ark.’nin (14) bulgulari ile uyumluydu. Hemorajik
sistitte mesane dokularinin mikroskobik incelemeleri
sonucunda Urotelyumda hasar, transmural 6dem,
hemoraji, mukozada llserasyon ve epitelial nekroz
gibi bulgular sekillenmekte ve bu degisikliklerin
genellikle, CP’nin tek doz kullanimindan 24 saat sonra
ortaya ciktigl ifade edilmektedir (34). Bunlarin yani
sira hemorajik sistitin patogenezinde iNOS olusumu
ve bunun sitokin olusumunu indlkledigi rapor
edilmistir (35). inflamasyonlu mesane dokusunda
artan NO seviyeleri, dokuda hasara neden olmaktadir
(36,37). CP’nin

inflamasyonunda mast hiicre sayisinda artis oldugu

neden oldugu mesane

ve CP ile indliklenen sistitin patogenezinde 6nemli bir
rol oynayan NO’nun saliniminda artis meydana
geldigi belirlenmistir (38). Artan NO salinimi ile
plazma proteinlerinin hicreler

arasina sizmasi

sonucu dokuda 6dem sekillenmesi goriilmektedir ki

bu durum genellikle CP uygulamasindan 45 veya 60
saat sonra olusmaktadir (39). Son zamanlarda yapilan
bazi calismalarda gesitli antioksidanlarin kullanimi ile
CP’nin neden oldugu hemorajik sistitin énlendigine
dair bilgiler mevcuttur (40). Glglu antioksidan ve
antiinflamatuvar etkili olduklari bilinen flavonoid
bilesikleri meyve ve sebzelerde oldukga fazla
bulunurlar ve bu bilesikler ksantin oksidaz (41) ve
protein kinase C (42) gibi gesitli enzimlerin aktivitesini
inhibe ederek

siperoksit olusumunu onlerler.

Flavonoidlerin lipooksijenaz,
inhibe
gozlenmistir. Yapilan c¢alismalar ile Rutin’in, CP
(24)

doxorubicin ile testislerde (43) olusan doku hasarlari

siklooksijenaz,

mikrozomal monooksijenazi ettigi

uygulamasi sonucunda karacigerde ve
ve olusan histopatolojik degisiklikler Gizerine 6nemli
diizeyde koruyucu ve dizeltici etkilerinin oldugu
rapor edilmistir. Calismamizda CP uygulamasini
mesane lUimeninde dokiintli, mukoza epitelinde
siddetli diizeyde eritrosit varligi, mukoza epitelinde
deskuamasyon, koagulasyon nekrozunun olusmasi
ve Rutin uygulamasinin bu degisiklikleri azaltmasi
literatdr ile uyumludur.

Sonug olarak, birgok bitkinin yapisinda bulunan,

glcli antioksidan ve antiinflamatuvar etkili bir
flavonoid olan Rutin’in, ratlarda CP ile indiklenen
hemorajik sistitte mesane kontraktilitesi ve
histopatolojisi Uzerine protektif etkili oldugu
belirlendi.
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Oz: Bakir (Cu) bilesikleri 6zellikle endiistri ve tarimda genis kullanim alanina sahiptir. iz miktardaki Cu hayatin siirdiiriilebilir
olmasi igin gerekliyken fazlasi organizma igin toksik etki yapmaktadir. Bu ¢alisma akut Cu toksisitesinde melatonin ve E
vitamini’nin bobreklerdeki antioksidan enzim aktivitelerine etkisinin arastirilmasi amaciyla planlanmistir. Calismada 28 Wistar
albino siganlar kontrol grubu, Cu grubu, Cu+E vitamini grubu ve Cu+Melatonin grubu seklinde esit dort gruba (n=7) ayrildi.
Bobrek dokusunda siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (KAT) enzim aktiviteleri ve protein karbonil
icerigi analiz edildi. Ayrica bobrek fonksiyon testleri degerlendirildi. Bakir uygulamasi, kreatinin, kan Gre nitrojeni (BUN), tirik
asit, Na, K ve Mg degerlerini artirirken, E vitamini ve melatonin bu degerlerin azalmasinda etkili oldu. Karbonil seviyesi, Cu+E
vitamini veya Cu+melatonin gruplarinda Cu grubuna gére énemli derecede azaldi. Doku SOD, GPx ve KAT aktiviteleri Cu
maruziyeti sonucu diismesine ragmen; E vitamini veya melatonin uygulamasi, bu aktivitelerde énemli bir artisa neden oldu.
Sonug olarak, E vitamini ve melatonin takviyesi antioksidan sistemi giiclendirerek Cu temelli oksidasyonun engellenmesini
saglayabilir. Bu sayede nefrotoksisitenin gelismesini nleyerek koruyucu bir fonksiyon gosterebilir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, E vitamini, Melatonin, Oksidatif stres, Protein oksidasyonu.

The Effects of Melatonin and Vitamin E on Antioxidant Parameters in Copper
Nephrotoxicity

Abstract: Copper (Cu) compounds have been widely used in various fields especially industrial processes and agriculture.
Although trace amounts of Cu are essential to sustain life, excessive Cu is toxic for living organisms. This study aims to
investigate the effects of vitamin E and melatonin on antioxidant enzymes activities in kidney against acute Cu toxicity. In this
study, 28 Wistar albino rats were divided four equal groups (n=7) as control, Cu, Cu+Vitamin E, and Cu+Melatonin groups.
Superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), catalase (CAT) enzymes activities and protein carbonyl content
were analyzed. Also, kidney function tests were evaluated. While Cu administration increased creatinine, blood urea nitrogen
(BUN), uric acid, Na, K and Mg levels, vitamin E and melatonin was effective reduction on these levels. Carbonyl level
significantly decreased in Cu+Vitamin E and Cu+melatonin groups compared to Cu group. Although SOD, GPx and CAT
activities in tissue decreased by Cu exposure, vitamin E and melatonin treatment showed significant increase on their
activities. Consequently, vitamin E and melatonin supplements may provide prevention Cu -based oxidation by strengthening
the antioxidant defense system. In this respect, it may show a protective effect by preventing the development of
nephrotoxicity.
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GiRIS

B

gorev yapar. Ozellikle pek ¢ok oksidaz ve oksijenaz

akir (Cu), viicutta bazi enzimlerin yapisina girip

redoks tepkimelerinde elektron transferinde

enzimlerinde kofaktor olarak kullanilmaktadir. Bakirin
tavsiye edilen giinlik alim miktari (RDA) erkek ve
kadin igin 900 pg/gin olarak belirlenmistir. Kritik
karaciger hasarindan korunabilme temeline dayal
olarak belirlenen Cu miktari yetiskinler igin tolere
edilebilir en Ust alim seviyesi 10.000 pg/gun (10
mg/gin)’dir (1). Asirt Cu alimi karaciger (sakatat),
deniz drinleri, kabuklu yemisler, tam tahillar ve
kurutulmus meyvelerin tiketilmesi yoluyla olabilir.
Bakir maruziyeti ayrica tarimda yaygin bir sekilde
kullanilan Cu bazh pestisitler sonucu besinlerdeki
kalintidan dolayr da olabilir (2,3). Ayni zamanda
cevresel kirlenmeden dolayr igme sularinin
kontamine olmasi (2,4), Cu kullanilan eski sebeke
borularinin korozyona ugramasiyla da (5) maruziyet
olusabilmektedir. Diger taraftan Wilson hastaligi,
Hindistan tipi cocukluk ¢agi sirozu (Indian childhood
cirrhosis) ve idiyopatik Cu toksikasyonu gibi genetik
defektlerden dolayr da Cu’in organlarda birikmesi
muhtemeldir (6). Bobrek ve karaciger insanda
detoksifikasyon olaylarinda 6nde gelen organlardir.
Bu yilizden toksik maddelerden en ¢ok etkilenen
dokulardir. Bakir, Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlari
sonucunda hidroksil (OH®) radikalinin olusumuyla
sonuglanan bazi reaksiyonlara katilabilir ve cesitli
patolojik sonuglarin gelismesine dnciilik edebilir (7).
birlikte (ROT)

tarafindan organizmada olusan oksidatif stres,

Bununla reaktif oksijen tdrleri

antioksidanlar tarafindan baskilanmaya

calisiimaktadir.

Besin takviyesi olarak melatonin, E vitamini ve
kurkumin gibi takviyelerin saghgin iyilestirilmesi ya da
korunma proflaktik

hastaliklardan amaciyla

kullanimlar  glinimizde giderek yayginlasmaya
(8,9).

bagisiklik sisteminin gelistirilmesi, bazi kanser ve

baslamistir Takviye besinlerin  kullanimi

hastaliklarin azaltilmasi bakimindan yararli olabilir (9-
11). Melatonin pineal bezde Uretilerek salinir ve gece
en Ust seviyeye ulasir. Melatonin sirkadyen ritim, kan
basincinin diizenlenmesi, onkojenez, kronobiyotik
fonksiyon, retinal fizyoloji, bagisiklik fonksiyonu,
apoptoz ve mitokondrial homeostaz gibi pek ¢ok
fizyolojik slirece dahil olur (12). E vitaminin en etkili
gigcla
bltlnlGginin sirdurilmesi, hiicre sinyali ve hiicre

ve formu olan a-tokoferol membran

donglisiinin  dizenlenmesi, hiicre adezyonu,
trombosit agregasyonu, diiz kas hiicre proliferasyonu
ve bagisiklik fonksiyonu gibi pek c¢ok fizyolojik
fonksiyona dahil olur (9). Zincir kirici ve serbest
radikal temizleyicisi olarak biyolojik membranlarda
oksidatif strese karsi 6zellikle lipid peroksidasyonuna
karsi non-enzimatik koruma saglar (9). Galismanin
amaci siganlarda bakir-indikli bébrek hasarinda
melatonin ve E vitamini takviyesinin antioksidan

parametrelere etkisini arastirmaktir.

MATERYAL ve METOT
Hayvanlar ve Deneysel Protokol

il
Universitesi Deney Hayvanlari Unitesinden temin
edilen, 200-300 gr agirhginda, 3-4 ayhk 28 adet

Wistar albino erkek

Galismanin  materyalini, Van Yizunciu

sicanlar  olusturmaktadir.
Hayvanlar ad libitum standart yem ve musluk suyu ile
beslendi. Sudaki Cu miktar1 atomik absorbsiyon
spektrofometre cihazi (Thermo Scientific iCE-3000
series) ile 0.0044 mg/L olarak tespit edildi. Yemdeki
Cu ve E vitamini (a-tokoferol) ise yem tedarikgisinin
(Bayramoglu yem ve un sanayi A.S, Erzurum) yem
iceriginde belirtmis oldugu (izere sirasiyla 33.51
mg/kg ve 67.54 mg/kg'dir. Ratlar sicakhg 22+2°C,
nemi %50 olan ortamda 12 saat gece/glindiz
olmak uzere

tutuldular. Calismada biri kontrol

toplam 4 esit grup (n=7) olusturuldu. Kontrol
grubuna 14 giin boyunca sadece serum fizyolojik i.p
verildi. Bakir uygulanan tim gruplara (Cu, Cu+E

vitamini ve Cu+Melatonin) 10 mg/kg vicut agirhgi
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(bw) CuSO4.5H,0i.p (13) glin asiri verildi. CU+Vitamin
E grubuna (Cu+Vit E) ayrica her giin 40 mg/kg bw i.m
(14)

uygulandi. Cu+Melatonin grubuna da (Cu+Mel) ayrica

a-tokoferol (E vitamini esdegeri olarak)
her giin 25 mg/kg bw i.p melatonin (15) uygulandi.
Deneme 14 giin devam ettirildi. Bu ¢alisma, YUzinci
Yil Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu izni ile

gergeklestirilmistir (no. 03-27552122-105).

Orneklerin Toplanmasi

Deney sonrasi si¢canlar ketamin+ksilazin ile
anestezi altina alindi. Bobrek fonksiyon testleri igin
gereken kan, sicanlarin kalbinden alinarak EDTA’l
tlplere aktarildi. Daha sonra tiiplerdeki kan 3000
rpom’de, 10 dakika santrifiij edildi ve Roche Modular
PP otoanalizérde analizleri yapildi. Ayrica, sicanlarin
bobrek dokulari alindiktan sonra fizyolojik suyla
yikanip kurutuldu ve analizleri yapilana kadar derin
dondurucuda (Haier ULT frezer) (-80°C) muhafaza
edildi. Daha sonra bobrek dokusu soguk fosfat tuz
tamponunda (pH 7.4) homojenize edilerek (Bandelin
Sonopuls HD 2200) 9500 rpm 30 dk +4°C’de santrifiij
320 R) edildi. Elde edilen

sUpernatantlar antioksidan enzim aktiviteleri ve

(Hettich  Universal

protein karbonil analizi i¢in hazir hale getirildi.

Biyokimyasal Analizler

Bakir-indikli oksidatif stres derecesi protein
oksidasyonunun ol¢lilmesiyle degerlendirildi. Protein
oksidasyonu (protein karbonil) Cayman’s Protein
Carbonyl Assay Kit (Cat. no 10005020) ile 6rneklerde

karbonil bilesik olarak o6lglldl. Protein oksidasyon

gostergesi, karbonil grubunun  2,4-dinitrofenil
hidrazin ile reaksiyona girerek 2,4-
dinitrofenilhidrazon olusturmasi prensibine

dayanmaktadir (16). Bobrek siperoksit dizmutaz
(SoD)

inhibisyon ylzdesi hesaplanarak 505 nm dalga

aktivitesi,  formazondye  olusumunun
boyunda 6lglldu (17). Glutatyon peroksidaz (GPx)
aktivitesi, kiimen hidroperoksit tarafindan rediikte

glutatyonun (GSH) oksidasyonunu katalizlemesine

dayanarak belirlendi (18). Katalaz (KAT) aktivitesi
Aebi’nin (19) metoduna gore tespit edildi. Katalaz
aktivitesi 240 nm’de H;0Ox'nin pargalanarak su ve
oksijene déntisimi ile 6lglldl. Protein miktar tayini
Lowry yontemi modifiye edilerek yapildi. Antioksidan
enzim aktiviteleri EU/mg protein olarak spesifik
aktiviteleri ve protein karbonil miktari nmol/mg
protein olarak ifade edildi. Biyokimyasal analizler
S-22 UV-VIS
kullanilarak gergeklestirildi.

Boeco spektrofotometre cihazi

istatistiksel Analiz

Elde edilen bulgular aritmetik ortalama (X) ve
standart sapma (*SD) olarak ifade edildi. Gruplar
arasindaki fark ANOVA testi ve ikili gruplar TUKEY
HSD testi kullanilarak yapildi. Anlamhlik siniri P<0.05
olarak kabul edildi.

BULGULAR

Bobrek fonksiyon testleri akut bobrek hasari
gostergesi olarak kullanilir. Bakir maruziyeti gosterdi
ki kreatinin, BUN (kan dre nitrojeni) ve Urik asit
degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli ylkseldi (Tablo 1). Diger taraftan E vitamini
ve melatonin uygulamasi bu degerlerin kontrol grubu
seviyelerine gerilemesine yardimci oldu (P<0.05).
Ayrica serum Na*, K*, Mg*? seviyeleri Cu grubunda
kontrol grubuna gore anlamli (P<0.05) yukselirken;
bu degerlerin hepsi Cu+Vit E ve Cu+Mel gruplarinda
istatistiksel olarak azalma gosterdi (P<0.05) (Tablo 2).
Calismadan elde edilen bulgulara goére protein
oksidasyon gostergesi olarak boébrek karbonil seviyesi
Cu grubunda kontrol grubuna gére anlamh olarak
yukseldi (Sekil 1A). Ancak Cu uygulamasinin yaninda
E vitamini veya melatonin kombinasyonu karbonil
dizeyini (P<0.05).
Antioksidan enzim aktivitelerinden SOD, GPx ve KAT

onemli derecede azaltti
aktiviteleri Cu maruziyeti sonucu diismesine ragmen;
E vitamini veya melatonin muamelesi bu enzim
aktivitelerinde énemli bir artisa neden oldu (P<0.05;

Sekil 1B, 1C ve 1D).
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Tablo 1. Bobrek fonksiyon test degerleri.
Table 1. Kidney function test values.

Bobrek Fonksiyon Testleri

Kontrol Cu Cu+Vit E Cu+Mel
SERUM X +SD X +SD X +SD X +SD
Kreatinin (mg/dL) 0,22+0,05 0,64+0,10° 0,50+0,10%° 0,48+0,05%°
BUN (mg/dL) 22,7+2,5 35,7+4,8° 27,0+4,5° 27,3+1,8°
Urik asit (mg/dL) 1,34+0,07 3,70+0,42° 1,74+0,25° 1,70+0,58°

Cu: Bakir grubu, Cu+Vit E: Bakir + E vitamini grubu, Cu+Mel: Bakir + Melatonin grubu, BUN: Kan Ure Nitrojeni, a: Kontrol grubundan istatistiksel agidan farkli (P<0.05), b: Cu grubundan
istatistiksel agidan farkl (P<0.05).

Tablo 2.Ratlarin serum elektrolit parametreleri.
Table 2. Serum electrolyte parameters of rats.

Elektrolit Kontrol Cu Cu+Vit E Cu+Mel
X +SD X +SD X +SD X +SD
Na (mmol/L) 138,2+2,0 148,5+5,2°2 141,7+3,8° 140,3+3,2°
K (mmol/L) 5,1+0,9 6,310,3° 4,8+0,2° 4,9+0,6°
Cl (mmol/L) 98,2+1,9 98,0+1,9 98,5+6,9 98,2+6,9
Ca (mg/dL) 9,9+0,5 9,5+0,7 9,6%0,3 9,4+0,5
Mg (mg/dL) 2,3%0,4 3,8+0,8° 2,6%0,4° 2,8+0,3°
P (mg/dL) 8,2+1,3 9,7+1,1 6,5+0,9%° 6,8+1,0°

Cu: Bakir grubu, Cu+Vit E: Bakir + E vitamini grubu, Cu+Mel: Bakir + Melatonin grubu, a: Kontrol grubundan istatistiksel agidan farkl (p<0,05), b: Cu grubundan istatistiksel agidan farkh
(p<0,05).
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Cu: Bakir grubu, Cu+Vit E: Bakir + E vitamini grubu, Cu+Mel: Bakir + Melatonin grubu, PC: Protein Karbonil; SOD: Stiperoksit dismutaz; GPx: Glutatyon peroksidaz; KAT: Katalaz, a: Kontrol
grubundan istatistiksel agidan farkl (P<0.05), b: Cu grubundan istatistiksel agidan farkli (P<0.05), c: Cu+VitE grubundan istatistiksel agidan farkli (P<0.05).

Sekil 1. Deney gruplarinin Protein karbonil seviyeleri (A) ile SOD (B), GPx (C) ve KAT (D) enzim aktiviteleri.
Figure 1. Protein carbonyl levels (A), and SOD (B), GPx (C) and CAT (D) enzymes activities of experimental groups.
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TARTISMA ve SONUG

Mevcut ¢alismada Cu’in toksik etkileri, serumda
artan bobrek fonksiyon degerleri, bébrek dokusunda
yuksek karbonile protein icerigi ve antioksidan enzim
aktivitelerindeki degisim ile gosterilmistir. Bobrek
fonksiyonun bozulmasi sonucu metabolik yikim
drdnlerinin ve yabanci kimyasal maddelerin atim
kapasitesi (lire, kreatinin, drik asit, ilaglar, katki
maddeleri) ve vicut sivi elektrolit (Na*, K*, H*, HCO5"
(bikarbonat), Ca*?, P, Mg*?) dengesinin saglanmasini
etkiledigi bilinmektedir (20,21). Sunulan ¢alismada
Cu uygulamasi sonucu kontrol grubuna goére BUN,
kreatinin ve Urik asit seviyelerinin ylkseldigi ve
elektrolit dengesinin bozuldugu gozlenmistir. Bakirin
24 10-20 g

civarindadir. Artmis Cu, boébrek glomerillerinden

renal atilimi saatlik periyotta
stzllmekte ve proksimal tlbdillerden emilmektedir.
Bu ylzden fazla Cu, dogrudan tibdler hiicrelere zarar
verebilir (22). Ayrica nano Cu uygulamasinin bobrek
proksimal tubillerde yaygin sekilde nekroza neden
(23).

elektrolitlerin azalmis atihminin Cu-nefrotoksisine

oldugunu bildirilmistir Yapilan galismada

bagh olarak gelisen glomeriler ve tubiler

disfonksiyondan dolayr oldugu dustinilmektedir.
Diger taraftan mevcut c¢alismada metabolik yikim
Urinlerindeki (kreatinin, Gre ve Urik asit) ylikselme
Arnal ve ark. (24)'nin bulgulari ile benzerlik
gostermektedir. Arnal ve ark. (24) Cu igerikli pestisit
kullanan tarim isgilerinin ayni bolgede yasayan ancak
pestisit kullanmamis kisilere gore lre ve kreatinin
daha

etmislerdir. Siganlara 5 gtin boyunca 200 mg/kg oral

seviyelerinin yuksek  oldugunu  rapor
nano Cu uygulamasinin BUN seviyesini 5 kattan daha
fazla ve kreatinin seviyesini ise 10 kattan daha fazla
(23); 100 ve 200 mg/kg oral bakirin 60 ve 90 giin
kronik uygulamasinin ise BUN seviyesini anlamli
olarak yikselttigi (25) belirtilmistir. Benzer olarak
subakut diisiik doz civanin ve kursunun (26) ve ayrica
kadmiyumun (27) rik asit, lire ve kreatinin seviyesini
arttirdigl  gosterilmistir. Diger taraftan mevcut
¢alismada Cu ile birlikte E vitamini veya melatonin
takviyesi kreatinin ve BUN seviyelerini istatistiki

olarak diisiirmustdir. Elde edilen bulgularin daha 6nce

yapilan galismalar ile uyumlu olarak 0.1 mg/kg igme
suyuna karistirilan Cu’in trre ve kreatinin seviyelerini
arttirdigi bununla birlikte 20 mg/kg E vitamini
tedavisiyle (28) ve civa maruziyeti ile birlikte 100
mg/kg E vitamininin Urik asit, Gre ve kreatinin
seviyelerini azalttigi (29) ifade edilmistir. Sican
bobrek dokusunda kadmiyum-indiklli toksisitede E
vitamini takviyesinin BUN ve kreatinin seviyelerini
diisirmede etkili oldugu ve E vitamininin potansiyel
bir
vurgulanmistir (30).

Bakir, Haber-Weiss
olusan reaktif hidroksil radikali (OH®) araciligiyla

karaciger ve bobrek koruyucu olabilecegi

reaksiyonu esnasinda

protein gibi makromolekillerin oksidasyonuna
onciliik edebilir. Hicre igi ve hiicre digi multikatalitik
proteinazlar siklikla oksidasyondan dolayi degrade
olurlar. Bu nedenle, proteinlerin inaktif hale gelmesi
cesitli oksidatif ve patolojik sonuglara sebep olur (31).
Mevcut ¢alismada bébrekte proteinlerin oksidasyon
gostergesi olarak kullanilan karbonil igerigi bakir
Ancak E

vitamini ve melatonin tedavi gruplarinda ise karbonil

grubunda o6nemli derecede artmistir.
icerigi bakir grubu ile karsilastiniidiginda anlamh
olarak azaldigl gorilmektedir. Daha 6nce 7 veya 35
ppm CuCOs’in 30 glin boyunca hem oral hem de i.p
uygulamasinin sican beyin dokusunda protein
oksidasyonuna neden oldugu bildirilmistir (32). Diger
taraftan E vitamini (6) ve melatoninin (33) bakirin
neden oldugu lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi
rapor edilmistir. Literatirde lipid peroksidasyon
Uzerine ¢alisma mevcutken (33,34) sigan bdbrek
dokusu protein oksidasyonuna etkisi lizerine yapilan
¢alisma mevcut degildir.

Bobrek SOD, GPX ve KAT aktiviteleri bakir
maruziyeti sonucu azalirken, E vitamini ve melatonin
takviyesiyle bu enzim aktiviteleri artis géstermistir.
Oksidan/antioksidan dengenin saglanmasi normal
yasam dongisinde oldukga hassastir. Ancak, bakir
kaynakl Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlari sonucu
ROTlarin

antioksidan aktivitelerinde bir azalma gorilebilir. Bu

asiri  artan elimine edilememesiyle

antioksidan enzim aktivitelerinin azalmasinin nedeni

() enzimin tlketilmesinden, ya da (ll) enzimlerinde
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bir protein yapisina sahip oldugu disinildiginde
protein oksidasyonundan dolayr enzimin oksidatif
modifikasyona ugramalarindan veya (1) inaktif hale
Ek
olarak Speisky ve ¢alisma arkadaslarinin (37) belirttigi

gelmelerinden kaynaklanmis olabilir (35,36).

Uzere bakirin ylksek seviyelerine maruz kalmak

hicrede glutatyon seviyesinin 6nemli olarak

azalmasina neden olmaktadir. Bundan dolayi

GPx
azaldig

ko-substrat olarak kullanan
bakir

Daha once Ajith ve c¢alisma

glutatyonu
aktivitesinin grubunda
distintlmektedir.
arkadaslar (38) sisplatin-indikli bobrek hasarinda
yiksek doz E vitamini (500 mg/kg) uygulamasiyla
SOD, GPx ve KAT aktivitelerinin arttigini ve bu
sonucun E vitaminin elektrofilik serbest radikal
temizleme ozelliginden dolayi olabilecegini ifade
etmislerdir (38). Calismamizda elde edilen bulgular
Ossola ve ark. (39)’nin bakir uygulamasi sonucu sigan
karacigerinde azalan GPx ve KAT aktivitesi, E vitamini
ve melatonin tedavisiyle birlikte 6nemli bir artis
oldugu bulgusuyla benzerlik géstermektedir. Baska
bir ¢alisma (40) ise kursun ile birlikte melatonin
tedavisi bobrek SOD aktivitesinin iyilestirilmesine
katki
neden oldugu bodbreklerdeki morfolojik hasarlarin

saglamistir. Ayrica melatoninin, kursunun

olusumunu azalttug bildirilmistir. E vitamininin

kromanol halkasinin  oksidasyonu zincir  kirici

antioksidan fonksiyonun temelini olusturur. E
vitamini, membranlarda ¢oklu doymamis yag asit
tirleri Gzerindeki ataklari 6nlemek igin bir yag agil
serbest radikaline (ya da 0,"") fenolik hidrojenin
verilmesi ile zincir kirici etkiyi gerceklestirir (9). Bu
varsayim temelinde E vitamininin oksidatif stresi
kontrol ederek antioksidan enzimleri asiste ettigi
distindlmektedir. Diger taraftan melatoninin ise
response elementler vasitasiyla gen ekspresyonunu,
MRNA’nin yarilanma omir stabilitesini veya bazi
enzimlerin aktivitelerini (SOD, GPx, GR, glukoz-6-
fosfat dehidrojenaz ve y-glutamilsistein sentetaz)
attirarak oksidatif stresi baskilamis olabilir (41,42). E
bu

oksijen-metal

vitamini muhtemelen etkileri mikrozomal

membranlari kompleksi  gibi

peroksidasyon bilesiklerine karsi koruyarak ve zincir

kirici  antioksidan aktivitesi sayesinde ortaya
koymaktadir (43). Bununla birlikte melatonin de bu
etkileri (I) serbest radikalleri detoksifiye ederek
“direkt (44), ()

antioksidan aktivitelerinin

antioksidan etkisiyle” bazi

enzim gen
ekspresyonunu/aktivitesini arttirarak “antioksidan
enzim-aracili etkisiyle” (45) ya da prooksidan enzim
inhibe
azaltarak

aktivitelerini edip serbest radikallerin

olusumunu “prooksidan enzim-aracili
etkisiyle” (44) ortaya koydugu disiinilmektedir.
Sonug olarak, E vitamini ve melatoninin protein
oksidasyonunu azaltarak ve antioksidan savunma
bakir-indikli

nefrotoksisitenin engellenmesine yardimci oldugu

sistemini glclendirerek

acik bir sekilde gosterilmistir.
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Oz: Bu arastirma, Kars ilindeki siit ineklerinin kis ddnemindeki besleme ilkelerini belirlemek amaciyla anket ¢alismasi seklinde
yapildi. Buamagla, Kars il merkezi ve ilgelerinde sut sigiri isletmecileri ile yliz ylize anketler yapildi. Yapilan anketlerin 10 tanesi
Kars il merkezindeki sit inegi isletmecisi ile geri kalanlari ise Kars'in Susuz, Arpagay, Akyaka, Selim, Sarikamis, Kagizman ve
Digorilgelerinde (her birilgede 5 adet) olmak tizere toplam 45 adet sit inegi isletmecisiyle yuz ylize gergeklestirildi. Bu calisma
sonucunda; Kars ilinde kis aylarinda yapilan sit inegi besisinde en fazla kullanilan kaba yemlerin saman, gcayir kuru otu ve
korunga, konsantre yemlerin ise arpa kirmasi ve sigir siit yemi oldugu belirlendi. isletmelerin tamaminin konsantre yem
verdigi, kaba ve konsantre yemlerin karistirilarak verildigi tespit edildi. Sit ineklerinin %44 oraninda 2 6gln, %48 oraninda 3
6giinde beslendigi, %78 oraninda ise 2 6giin halinde sulandigi belirlendi. isletmelerin tiimiinde tuz kullanildigi, fakat vitamin-
mineral yalama blogu kullanilmadigi tespit edildi. Sit inegi isletmelerinin hayvanlarini beslerken teknik personelden destek
almadigi belirlendi. Kig mevsimi beslemelerinde indigesyon, ishal ve timpani gibi sindirim sistemi rahatsizliklarinin nadiren
gorilme sikhginin %50, pikanin nadiren gorilme sikhginin %70 oldugu tespit edildi. Besleme ile ilgili en dnemli problemin
yemlerin pahali olmasi oldugu belirlendi. Sonug olarak; Kars ilindeki siit inegi isletmelerinin geleneksel yéntemle besleme
yontemlerine bagh olarak siit ineklerini besledikleri, besleme konusunda ciddi problemlerle karsilasmadiklari, fakat 6zellikle
vitamin-mineral yetersizliklerinin olabilecegi, yetistiricilerin kiiciik yonlendirme tavsiyeleriyle hayvanlarini daha yeterli ve
dengeli bir sekilde besleyebilecekleri kanaatine ulasildi.

Anahtar Kelimeler: Besleme ilkeleri, Kars, Kis beslemesi, Stt inegi.

Winter Feeding Principles of Dairy Cows in Kars Province

Abstract: This research was conducted as a survey study to determine the winter feeding principles of dairy cows in Kars
province. For this purpose, face to face survey conducted with dairy cow managers in the city center and the districts of Kars.
10 of the surveys were carried out with the dairy cow managers in Kars province center and the rest were carried out with
45 dairy cow managers in Susuz, Arpagay, Akyaka, Selim, Sarikamis, Kagizman and Digor (five in each district) that are districts
of Kars. As a result of this study; it was determined that most common used bulky feeds were straw, dried grass and dried
sainfoin, and also the most common used concentrate feeds were barley crumbs and cattle milk feed in the dairy farm in Kars
province in the winter season. It was found that all of the managers were provided with concentrated feed their cattle, and
they offered roughage and concentrated feeds by mixed form. The 44% of the dairy cows were fed 2 times and 48% three
times a day, and 78% of which watering at 2 times a day. It was found that all the managers were using salt, but no vitamin-
mineral licking block. It was determined that dairy farming managers did not receive support from the technical staff while
feeding their animals. The incidence of rare digestive system disorders such as indigestion, diarrhea and tympani was 50%
and the incidence of pica was rarely 70% in winter seasons. It was determined that the most important problem with feeding
was that the feeds were expensive. As a result; it has been found that dairy farmers in Kars province is fed dairy cows
according to their traditional feeding methods, and do not have serious problems with feeding their animals, but it can be
expected that especially vitamin and mineral deficiencies and that managers can feed their animals more adequately and
balancedly with small guidance.

Keywords: Dairy cow, Feeding principles, Kars, Winter feding.
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GiRIS

K

yerlesik bulunan, kislari uzun ve soguk, yazlari kisa

ars ili Turkiye’nin kuzey-dogusunda, ortalama

irtifasi 2000 m civarindaki plato sahasinda

serin ve yagisli, sert karasal iklimin etkisinde olan bir
ilimizdir (1). Bu ilimizin toplam alaninin %32’si
platolardan olusurken bu arazilerin 6nemli bir kismi
mera ve ¢ayir alanlari kaplamaktadir. Sahip oldugu
cografik ve iklimsel 6zelliklerden dolayr Kars ilinin
temel gegim kaynagi hayvancilik, hayvancilik iginde
de oOzellikle bliylikbas hayvanciliktir (2,3).

TUIK 2017 verilerine gére Tiirkiye’de 16 105 025
bas blylik bas hayvan bulunmakta bu hayvan
varliginin da 467 346 basi, diger bir ifade ile Tlrkiye
bliylikbas hayvan varliginin %2.90"1, Kars ilinde
yetistirilmektedir (4). Kars ili sahip oldugu biyikbas
hayvan sayisi ile Turkiye’de besinci sirada yer
almaktadir (5). TUIK 2017 yili verilerine gére Kars’ta
yetistirilen buytkbas hayvan varliginin kiltir, melez
ve yerli irklara gore sayilari ise sirasiyla 100 474, 334
605 ve 32 245 olarak bildiriimektedir (4). Yine TUIK
2015 verilerine gore Kars’ta yillik stit Gretimi 626 629
ton olup, sut dretimi bakimindan da ulkemizde
besinci sirada yer almaktadir (5).

Kars ilinde yetistirilen st inekleri genel olarak
ilkbahar

sonbahar ve kis aylarinda ise kapali ahir ortaminda

ve vyaz aylarinda merada/yaylalarda,
beslenmektedir. Bu ¢alisma ile Kars ilindeki st
ineklerinin kis mevsimi suresince ahir ortaminda iken
hangi yontemlerle beslendigi anket calismasi yoluyla

ortaya konulmasi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Bu arastirma 01.04.2016 ile 15.10.2016 tarihleri
arasinda anket galismasi seklinde yaritildi. Kars il
merkezinde faaliyet gosteren 10 adet, Kars’a bagh
Susuz, Arpacay, Akyaka, Selim, Sarikamis, Kagizman,
Digor ilcelerinde faaliyet gosteren 5’er adet olmak
Uizere toplam 45 adet siit inegi isletmecisiyle ylz ylize
gorisme yoluyla anket yapildi. Ankette ¢alismanin
amacina yonelik sorular sorularak alinan cevaplar
kayit altina alindu. excell

Kayitlar programina

aktarilarak sonuglar ylizde cinsinden degerlendirildi.

BULGULAR ve TARTISMA

Kars ili genelinde kis mevsiminde isletme
bazinda beslenen sit inegi sayisina yonelik bilgiler
Tablo 1'de verilmistir. Tablo 1’den de goérildugu
Uzere isletme basina disen en yiksek sit inegi
sayisinin 11-15 bas (%32) arasinda oldugu, bunu
siraslyla 6-10 (%24) ve 15-20 bas (%18) olan
isletmelerin takip ettigi gériilmektedir. ilk Gice giren
en ylksek stt inegi oraninin toplaminin %74 oldugu
dikkate alindiginda Kars ili genelindeki isletmelerdeki
sut inegi sayisinin gok dnemli bir kisminin 6 ile 20 bas
arasinda oldugu gorilmektedir. Kars ilinin de icinde
bulundugu TRA2 bélgesi igin isletme buyukliklerinin
tanimlanmasi hususunda 5 tip isletme buyukluga
(Kiigk Olgegin altinda kalan isletmeler, 1-4 bas;
kiigik olcekte isletmeler, 5-24 bas; orta buyuklikte
isletmeler 25-49 bas; blyik isletmeler, 55-300 bas;
entegre uygun

bulunmustur (6). Onerilen bu isletme buyiklugi

isletmeler, 300 bas ve Uzeri)

siniflandirmasina gore Kars ili 5 ile 25 bagin yer aldig

kiguk isletmeler kategorisinde yer almaktadir.

Tablo 1. Kars ilindeki sit inegi isletmelerinde kis
mevsimi sliresince beslenen hayvan sayisi ve oranlari.
Table 1. The number of animals and their proportions
during the winter season in dairy farms of Kars
province.

Beslenen siit inegi araligi, adet Oran, %
1-5 arasl 14

6-10 arasi 24
11-15 arasi 32
15-20 arasl 18
21-25 arasi 2

26-30 arasi 6

31-35 arasi 4
TOPLAM 100

Bu c¢alismada Kars ilindeki sit inegi

isletmelerinde en fazla yetistiriciligi yapilan irklarin

montofon ve simental melezleri oldugu tespit
edilmistir (Tablo 2). Bu galismada elde edilen tespit,
Kars ilinde toplam 467 346 bas bliyik hayvan
bulundugu bunun da 334 605 basinin melez irklar

oldugu seklindeki TUIK 2017 verileriyle uyum
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halindedir (4). Oransal ¢ogunluk bakimindan melez

irklar;, saf montofon ve simental irklan takip

etmektedir. Adi gecen melez ve saf irklarin yaygin

olarak yetistirilmesinde bu irklarin bolgenin iklimsel
ve cografik ozelliklerine daha iyi uyum gostermesi
etkili olmaktadir (7).

Tablo 2. Kars ilindeki sit inegi isletmelerinde kis mevsimi siiresince beslenen hayvanlarin irklari ve oranlari.
Table 2. Breeds and proportions of animals fed during the winter season in dairy farms of Kars province.

Irk Yerli

Montofon melezi

Simental melezi Montofon Simental

Oran, % 6 74

68 28 26

Kars ilindeki st sigircihk isletmeleri genellikle

daginik vyapida, Olgekleri diisik ve Uretimde
geleneksel yapida ve hayvan basina elde edilen verim
bakimindan diisuk sit Uretimine sahiptirler (8). Kars
ilinde kis aylarinda beslenen siit ineklerinden elde
edilen stit miktarina yonelik bilgilerin verildigi Tablo 3
incelendiginde, Aksoy’un (9) bildirisine benzer olarak
hayvan basina elde edilen sit verimi bakimindan en
yaygin miktarin 7-9 litre (%30) arasinda oldugu, bunu
sirasiyla 4-6 (%26), 10-12 (%14) ve 13-15 litre (%14)
arasinda sit  veren

isletmelerin izledigi

gorilmektedir. Elde edilen stit miktarinin 4 ile 15 litre
arasinda degisen isletmelerin oransal toplaminin %
84 oldugu disiiniildigiinde genel anlamda Kars ilinde
hayvan basina elde edilen siit miktarinin diasik
oldugu soylenebilir. Hayvan basina elde edilen st
miktarinin dusik olmasi; yetistirilen sit inekleri
icerisindeki melez irklarin oraninin yiiksek olmasi
(Tablo 2) ile montofon ve simental irki hayvanlarin
kombine irk olmalari, ilave beslemenin yeterli ve
dengeli olmamasi (Tablo 8) ve ahir ortaminin

yeterince modern olmamasiyla iliskilendirilebilir.

Tablo 3. Kars ilindeki siit inegi isletmelerinde kis aylari siiresince hayvan basina elde edilen giinliik siit miktari ve

oranlari.

Table 3. The daily amount and proportions of milk obtained per animal during the winter months in dairy farms

of Kars province.

Elde edilen st miktari, It/gln Oran, %
Sagim yapmayanlar 2
1-3 arasi 10
4-6 arasl 26
7-9 arasi 30
10-12 arasi 14
13-15 arasi 14
16-18 arasi 4
TOPLAM 100

Kars ilindeki sit ineklerinin mera ortamindan
Ekim ayi

ve Ozellikle 11-30 Ekim arasinda

ahir ortamina alinmasinin icinde
gerceklestigi
yogunlastigl gorilmektedir (Tablo 4). Hayvanlarin
meradan ahir ortamina alinmasinin Ekim ayinin
sonuna dogru yogunlasmasi yetistiricilerin mevsim
sartlarinin miisaade ettigi slirece meradan daha uzun
slire yararlandiklarini, fakat yagmur ve o6zellikle kar
yagmaya baslamasina bagl olarak otlatma sartlarinin
ortadan birlikte ahir

kalkmasiyla hayvanlarin

ortamina alindigini géstermektedir. Kars ve Erzurum
illerinde, topragin karla kapli oldugu giin sayisi yilda
yaklasik 100 gin olup (10), karla kaph gln sayisinin
diger bolgelere gore daha fazla olmasi ve kis
sartlarinin zorlu olmasi dikkate alindiginda tlkemizin
batisindaki hayvanlara goére daha fazla ahirda
tutulmaktadir. Bu sebeple hayvanlarin merada gecen
gln sayisi diger illerden daha duslik olup, sigirlar
yaklasik 8 ay ahirda yemleme mecburiyetinde

kalinmaktadir (11,12).
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Tablo 4. Kars ilindeki sit inegi isletmelerinde sit ineklerinin kis mevsimi icin meradan alinarak ahira getirilme
tarihleri ve oranlari.

Table 4. The dates and proportions of bringing dairy cows from pasture to barn for the winter season in dairy
farms of Kars province.

Meradan ahira getirilme tarihleri Oran, %

1-10 Eylil arasi 2

11-20 Eylll arasi -

21-30 Eylul arasi 2

1-10 Ekim arasi 10

11-20 Ekim arasi 28

21-30 Ekim arasi 58

TOPLAM 100

Tablo 5’ten de goraldugi tizere Kars ilindeki st otlarinin istenilen boya ulasiimadan otlatmaya

inegi yetistiricileri hayvanlarini 11 Nisan ile 20 Mayis cikardigi, diger bir ifade ile erken otlatma yapildig
arasinda meraya c¢ikarmaktadirlar.  Bolgedeki yoniindedir.  Yetistiricilerin ~ meralarin  erken
gozlemlerimiz vyetistiricilerin  hayvanlarini  mera otlatiimamasi yoniinde egitilmesine ihtiyag vardir.

Tablo 5. Kars ilindeki siit inegi isletmelerinde sit ineklerinin ahirdan alinarak meraya cikarilma tarihleri ve
oranlari.
Table 5. The dates and proportions of bringing dairy cows from barn to pasture in dairy farms of Kars province.

11-20 Nisan 21-30 Nisan 1-10 Mayis 11-20 Mayis

Meraya ¢ikarilma tarihleri arasi arasi arasi arasi TOPLAM

Oran, % 24 40 8 28 100

Bu galismanin ana amaglarindan birisi olan kis olmak lzere Kuzey Dogu Anadolu Bélgemizin gayirlar
aylari slresince Kars ilindeki sit ineklerine verilen bakimindan zengin olmasiyla iliskilidir. Yapilan birgok
kaba yemlerin neler oldugunu belirlemeye yonelik calismada Kars ilinde wuzun vyillardir korunarak
sonuglarin verildigi Tablo 6’dan da anlasilacagi tzere buglinlere kadar getirilmis olan cayirlarin bulundugu
isletmelerde en vyaygin kullanilan kaba yem ve bu cayirlarin besinsel kompozisyonunun iyi
kaynaginin arpa-bugday samanlari (%98) ile cayir kalitede oldugu belirtilmistir (14-16). Dikkati ceken
kuru otu (%82) oldugu, bunlari sirasiyla korunga diger bir husus ise Kars ilinde korunga kuru otu
(%38), misir silaji (%36), yulaf hasili+fig kuru otu kullaniminin yaygin olusudur (%38). Bilindigi lzere
(%30), seker pancari posasi (%16), yulaf hasili (%14) korunga soguk iklimlere kolay adapte olan ve ¢ok
ve yoncanin (%12) takip ettigi gériilmektedir. Tablo kaliteli topraklara gereksinim duymadan
6’dan anlasilan 6nemli bir durum ise isletmelerde yetistirilebilen bir yem bitkisidir (17). Kars ilinde de
birden fazla kaba yem kaynaginin kullanildigidir. bu sartlar oldugu icin korunga yetistiriciligi artarak
Ulkemiz sartlarinda kaba yem denildiginde ilk akla devam etmektedir. Bu artista Tarim ve Ormancilik
gelen ve pratikte vyaygin olarak kullanilani Bakanhgi’'nin yem bitkileri yetistiriciligine yonelik
samanlardir (13). Bu calismada da en vyaygin olarak vermis oldugu destekler olumlu etki
kullanilan kaba yem kaynaginin samanlar oldugu bir yapmaktadir. Yine bu c¢alismaya yansiyan ve dikkati
kez daha karsimiza ¢ikmistir. Bu calismada dikkati ceken diger bir husus Kars ilinde yulaf hasili-fig kuru
ceken diger bir husus Kars ilinde kullanilan kaba yem otu ikili karisimi ve sadece yulaf hasilinin yaygin
kaynaklari icerisinde gayir kuru otu kullaniminin gok olarak kullanilan kaba yem kaynaklarindan olmasidir.

yaygin (%82) olmasidir. Bu durum basta Kars ilimiz
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Tablo 6. Kars ilindeki st inegi isletmelerinde kis Tablo 7. Kars ilindeki sit inegi isletmelerinde kis
mevsimi siresince ahirda beslenen siit ineklerine mevsimi siiresince beslenen siit ineklerinin konsantre
yedirilen kaba yem gesitleri ve oranlari. yem tiiketimi durumu ve oranlari.
Table 6. The varieties and proportions of roughage Table 7. Concentrated feed consumption status and
fed to dairy cows fed during the winter season in rates of dairy cows fed during the winter season in
dairy farms of Kars province. dairy farms in Kars province.
Kaba yem cesitleri Oran, % Konsantre yem verilme/verilmeme Oran. %
S N BuEd 98 durumu !
aman (Arpa+Bugday) Konsantre yem veren isletmeler 100
Cayir kuru otu 82 Konsantre yem vermeyen isletmeler -
Korunga kuru otu 38 TOPLAM 100
Misir silajt 36 Kars ilindeki stt ineklerine kis aylar siiresince
Yulaf hasili + Fig kuru otu 30 verilen konsantre yemler icerisinde en vyaygin
Seker pancari posasi 16 olanlarinin sirasiyla arpa kirmasi (%66) ve sigir sit
Yulaf hasili 14 yemi (%60) oldugu goriilmektedir (Tablo 8). Bunlarin
Yonca kuru otu 12 disinda yaygin olmamakla birlikte bugday, sigir besi
yemi, yulaf, fig ve kepekte kullaniimaktadir. Sat
Tablo 7'den de anlagilacag iizere kig aylarinda ineklerinde besi yeminin kullanildigi isletme
Kars ilindeki siit inegi isletmelerinin tiimiinde sahiplerine nigin besi yemi kullandiklari
hayvanlara konsantre yem verilmektedir. Tim soruldugunda gecmisten beri béyle vyaptiklan
isletmelerin hayvanlarina konsantre yem vermesi cevabinin alinmasi, bazi isletme sahiplerinin besi
yetistiricilerin stt sigirlarini Tablo 6’da belirtilen kaba sigirlari ve siit inekleri icin ayri ayri yemlerin
yemlere dayali olarak beslemelerinin ihtiyaci kullanilmasi gerektigi bilgisine sahip olmadigini
karsilayamayacagini bildiklerini gdstermektedir. géstermektedir.

Tablo 8. Kars ilindeki sit inegi isletmelerinde kis mevsimi siresince sit ineklerinin tukettikleri konsantre yem
cesitleri ve oranlari.

Table 8. Concentrated varieties and rates of dairy cows consumed during the winter season in dairy farms in Kars
province.

Konsantre yem Arpa Sigir st Bugday Sigir besi Yulaf Fig
. . . Kepek
cesidi kirmasi yemi kirmasi yemi kirmasi kirmasi
Oran, % 66 60 16 14 12 10 10
Bu ¢alismada elde edilen bilgiler Kars ilindeki siit
inegi yetistiricilerinin %48’inin hayvanlarini giinde 3 Tablo 9. Kars ilindeki sit inegi isletmelerinde kis

mevsimi siiresince beslenen sit ineklerinin yemlerin
kag 6gun halinde verildigi ve oranlari.
Table 9. In dairy cows in Kars province, how many

0gln, %44’Unin 2 06gln halinde besledigini

gostermistir (Tablo 9). Ginde 2 veya 3 0gilinde

besleme vyapiliyor olmasi rumen ekosistemindeki meals are served and the proportions of the dairy
stabilitesinin  korunmasi agisindan yararli  bir cows fed during the winter season.
uygulama olarak diistinilebilir. Ayrica glinde 2 veya 3 —
kez hayvanlari gozlemleme imkani da soagyl:; 2 3 4 TOPLAM
gerceklestirilmis olunmaktadir. Yetistiricilerin %8'i ise

Oran, % 44 48 8 100

glinde 4 6gin halinde besleme yapmaktadirlar.
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inek siitiiniin yaklasik %87’lik kismi su oldugu
icin (18) st ineklerinde ve 6zellikle ylksek st verimli

ineklerde yeterli su tiiketimi 6nemli bir husustur (19).

Gerekli  suyun karsilanmasi igin  vyetistiriciler
tarafindan o6gunler halinde su verilmekte ya da
otomatik  suluklardan  yararlanilmaktadir.  Bu

calismada elde edilen veriler Kars ilindeki sit inegi
yetistiricilerinin
%16’sinin

%78'inin hayvanlarini
halinde

gostermektedir. (Tablo 10). Sadece %2 oraninda ise

giinde 2,

ise 3 0gln suladigini

otomatik suluk bulunduran isletme oldugunu

gostermistir. Kars ilindeki sulama sisteminin 6guinlere
dayali olmasi, mevcut ahir sistemlerinin geleneksek
yapida olmasi ve modern ahir sayisinin oldukga sinirli

olmasiyla iligkilidir.

Tablo 10. Kars ilindeki st inegi isletmelerinde kig
mevsimi stiresince beslenen siit ineklerine glnlik su
verilme sikligi ve oranlari.
Table 10. The frequency and proportions of daily
watering of dairy cows fed in Kars province dairy farm
during the winter season.

Su verilis .

sayisi, 1 2 Otomatik  ryp) Ay

e g suluk

6gln/gin

Oran, % 4 78 16 2 100
Sut ineklerine verilen kaba ve konsantre

yemlerin hayvanlara verilis yontemiyle ilgili olarak bu
yemlerin ayri ayri veya karistirilarak verilmesi gibi
alternatifler bulunmaktadir. Bu arastirmada elde
edilen sonuglar Kars ilindeki siit inegi yetistiricilerinin
% 98’inin kaba ve konsantre yemleri karistirarak
hayvanlarina verdiklerini gostermistir (Tablo 11).
Yetistiriciler geleneksel olarak atalarindan gordikleri
sekilde ya da bilingli olarak kaba ve konsantre yemleri
bu

uygulama ile kuru madde tiketimi artar, yem madde

karistirarak sunmaktadirlar. Diger taraftan
sec¢imi azalir, stit yagi iyilesir, rumen pH’si optimum
sinirlarda  kalir. Ayrica bu uygulama rumendeki
sartlarin devamlihgl acisindan olduk¢a yerinde bir

uygulamadir (19,20).

Tablo 11. Kars ilindeki sit inegi isletmelerinde kis
mevsimi suresince sit ineklerine yedirilen konsantre
ve kaba yemlerin hayvanlara verilis sekilleri ve
oranlari.

Table 11. The types and proportions of concentrate
and roughage feeds fed to dairy cows in Kars
province dairy farm during the winter season.

Konsantre yemlerin verilis sekilleri Oran, %
Kaba ve konsantreler yem

98
karistirilarak
Kaba ve konsantre yemler ayri ayri 5

(konsantre yem sagimda)

Bu c¢alismada elde edilen sonuglar Kars ilindeki
tim isletmelerde kis aylari siiresince sit ineklerine
yalama tasi seklinde tuz sunuldugunu gostermistir
(Tablo 12). Bu durum yetistiricilerin stt ineklerinin
beslenmesinde tuz kullanilmasinin gerekli oldugu

bilgisine sahip olduklarini gostermektedir.

Tablo 12. Kars ilindeki siit inegi isletmelerinde kig
mevsimi slresince sUt ineklerin'de tuz verilme
oranlari.

Table 12. Rates of salt administration in dairy cows in
Kars province dairy farm during the winter season.

Tuz kullanma/kullanmama durumu Oran, %
Tuz kullanan isletmeler 100
Tuz kullanmayan isletmeler -
TOPLAM 100
Vitamin ve mineraller stt ineklerinin

beslenmesinde mutlaka lzerinde durulmasi gereken
besin maddeleridir (19,20). Bu ¢alismada elde edilen
sonuglar Kars ilindeki siit inegi isletmelerinde yalama
blogu seklinde vitamin-mineral blogu kullaniminin hig
olmadigini géstermistir (Tablo 13). Bu durum yapilan
bu calismada olduk¢a dikkati ¢eken bir husustur.
Yetistiricilerle yapilan goriismelerde elde edilen
bilgiler, vitamin-mineral yalama bloklarinin sadece

buzagilara verildigi, eriskin biyilikbas hayvanlara
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Ancak
ozellikle meraya ¢ikarilma déneminde hayvanlarda
dikkati

disukligu, kil dokulmesi, killarin karisik ve mat bir

verilmesine gerek olmadig seklindedir.

gorilen cekecek derecedeki kondisyon
gorinimde olmasi durumu kis aylari siresince
vitamin ve mineral madde bakimindan beslemede
yetersiz oldugunu dislindiirmektedir. Tablo 16’da
sut inegi isletmelerinde nadiren pika goriilme oranin
%70 olarak tespit edilmis olmasi da bu gortisimizi
destekler niteliktedir. Yetistiriciler arasindaki eriskin
sigirlara vitamin-mineral takviyesine gerek yoktur

anlayisinin bir an 6nce dizeltilmesi gerekmektedir.

Tablo 13. Kars ilindeki sut inegi isletmelerinde kis
mevsimi siliresince sit ineklerinde vitamin-mineral
yalama blogu kullanimi ve oranlari.

Table 13. The use and rates of vitamin-mineral lime
block in dairy cows in Kars province dairy farm during
the winter season.

Vitamin-Mineral blogu

kullanma/kullanmama durumu Oran, %
Vitamin-Mineral kullanan isletmeler -
Vitamin-Mineral kullanmayan 100
isletmeler

TOPLAM 100

Bu ¢alismada tzerinde durulan diger bir hususta
Kars ilindeki sut inegi yetistiricilerinin hayvanlarini
beslerken veteriner hekim ve zooteknist gibi teknik
personelden besleme tekniklerine yonelik destek
alip-almadiginin ortaya cikarilmasiydi. Elde edilen
sonuglar Kars ilindeki siit inegi isletmelerin % 94’(inlin
hayvanlarini besleme konusunda teknik destek
almadiklarini géstermistir (Tablo 14). Bu durum bolge
insaninin hayvanlarini besleme konusunda
geleneksel besleme yontemlerine gliclli bir sekilde
teknik  destek

etmediklerini gostermektedir. Diger bir ifade ile

bagh kaldigini, almayl tercih

kendilerini  hayvan besleme konusunda vyeterli
gordiiklerini distindirmektedir. Fakat bu durumun

diizeltilmesine ihtiyag vardir.

Tablo 14. Kars ilindeki sit inegi isletmelerinde kis
mevsimi slresince beslenen hayvanlara besleme
konusunda teknik destek (Veteriner hekim,
zooteknist) alinip alinmamasi durumu ve oranlari.
Table 14. The status and rates of receiving technical
support (Veterinary, zootechnist) for feeding dairy
cows in Kars province dairy farm during the winter
season.

Teknik destek alma/almama durumu Oran, %
Teknik destek alan igletmeler 4
Teknik destek almayan igletmeler 96
TOPLAM 100

Bu galismada Kars ilinde kis aylari siiresince
beslenen sit ineklerinde indigesyon, ishal, timpani
gibi sindirim sistemi hastaliklarinin gérilme sikhginin
%50 oraninda oldugu tespit edilmistir (Tablo 15).
Sindirim sistemi rahatsizliklarinin gériilmesinde Kars
ilinde kis aylarinin ¢ok soguk gegmesinin yani sira
ozellikle cayir kuru otlarinin yigin seklinde muhafaza
edilmesi ve yiginlarin o6zellikle dis kisimlarinda
kiiflenmeye bagh mikotoksin olusumu (14), soguk su
icirilmesi ve ahir sartlarinin hayvanlarin refahi igin

yeterli olmamasi gibi hususlar etkili olabilir.

Tablo 15. Kars ilindeki st inegi isletmelerinde kis
mevsimi sliresince beslenen sit ineklerinde sindirim
sistemi hastaliklarinin (ishal, timpani, indigesyon)
gorilme durumu ve oranlari.

Table 15. The incidence and rates of digestive system
diseases (diarrhea, tympanic, indigestion) in dairy
cows in Kars province dairy farm during the winter
season.

Hastalik gorilme/gorilmeme

durumu Oran, %
Sik hastalik gorilen isletmeler -
Nadir hastalik gérilen isletmeler 50
Hastalik gortilmeyen isletmeler 50
TOPLAM 100

Bu arastirmada ortaya konulmaya ¢alisilan

hususlardan bir tanesi de kis aylari siresince
hayvanlarda o6zellikle P ve Na basta olmak Uzere
mineral yetersizligine ait belirtilerin olup-olmadigini
ortaya koymakti. Elde edilen sonuglar nadiren pika
belirtilerinin goruldigi (%70) seklindedir (Tablo 16).

Daha 6nce de belirtildigi izere ilkbahar mevsiminde
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hayvanlarin ahir ortamindan mera ortamina ilk

¢iktiklarinda killarinin  karigik  bir halde olmasi,

killarinin mat renkli olmasi ve kondisyonlarinin diisiik
olmasi yoniindeki gézlemlerimiz kis aylar siresince

hayvanlarda mineral yetersizligi oldugunu

distindirmektedir.

Tablo 16. Kars ilindeki sit inegi isletmelerinde kig
mevsimi siresince beslenen siit ineklerinde pika
gorilme durumu ve oranlari.

Table 16. The incidence and rates of pica in dairy
cows in Kars province dairy farm during the winter
season.

Pika gorilme/gérilmeme durumu Oran, %
Sik pika gorulen isletmeler -
Nadir pika goriilen isletmeler 70
Pika gorilmeyen isletmeler 30
TOPLAM 100

Bu ¢alismanin amaclarindan bir digeri de Kars

ilindeki sit ineklerinin  kis aylari siresince
beslenmesinde  karsilasilan  sorunlarin  neler
oldugunun ortaya ¢ikarilmasidir. Tablo 17’de

goruldigu Gzere isletmeler icin en énemli problem
olarak yemlerin pahali olusu %66 oraniyla birinci
sirada yer almaktadir. Bunu %60 ile stitiin ucuz olmasi
takip  etmektedir. Yemlerin  pahali  olmasi
yetistiricilerin hayvanlarini beslerken yeterli miktarda
yem verememesini beraberinde getirmektedir.
Yeterli miktarda yem verilememesi de hayvan basina
elde edilen sut miktarini distirmektedir (19). Kars
ilindeki isletmelerde hayvan basina elde edilen siit
miktarinin diistik olusu da (Tablo 3) bu gortsimiizi

destekler niteliktedir.

Tablo 17. Kars ilindeki sut inegi isletmelerinde kis
mevsimi  slresince beslenen st ineklerinde
beslemeye yonelik olarak goérilen en o6nemli
problemler ve oranlari.

Table 17. The most important problems and rates of
feeding in dairy cows in Kars province dairy farm
during the winter season.

En 6nemli besleme problemleri Oran, %
Yemler pahal 66
Sut ucuz 60
Yemlerin kalitesinde standart 4
olmamasi

Besleme problemi yok 12

Bu calismada Kars ilinde mevcut siit inegi
isletmelerin  tamaminin st inegi vyetistiriciligini
devam ettirme isteginde oldugu ortaya konulmustur
(Tablo 18). Yetistiriciligi devam ettirme isteginin
gerekgeleri olarak; bolgenin hayvancilik yapmaya
oldukga elverisli olmasi, hayvancilik disinda yapilacak
alternatif is sektorlerinin kisitli olmasi, gayirlardan
kuru otlarinin nispeten bol
bu kis

beslemeye sevk edilerek yem giderlerinin asagiya

elde edilen cayir

olmasindan dolayi otlarin aylarindaki

cekilmesi, bolgenin sosyo-kiltirel ozellikleri ve

hayvanciliktan karlilik elde edilmesi séylenebilir.

Tablo 18. Kars ilindeki sit inegi isletmelerinin sit
inekgiligini devam ettirip ettirmeme yodnindeki
gorisleri ve oranlari.

Table 18. The opinions and rates of dairy farmers in
the province of Kars in terms of whether to maintain
dairy cows.

Besiciligi devam ettirip ettirmeme

- L Oran, %
yonindeki gorisler
Besiciligi devam ettirmeyi diisiinen
. 100
isletmeler
Besiciligi devam ettirmeyi i
disinmeyen isletmeler
TOPLAM 100

Anket seklinde yapilan bu ¢alisma sonucunda;
Kars ilinde kis aylarinda yapilan sit inegi besisinde en
fazla kullanilan kaba yemlerin saman, cayir kuru otu
ve korunga, en fazla kullanilan konsantre yemlerin
arpa kirmasi ve sigir stit yemi oldugu belirlenmistir.
isletmelerin tamaminda siit ineklerine konsantre
kaba
karistirilarak verildigi tespit edilmistir. Sut ineklerinin

yem verildigi, ve konsantre yemlerin
%44 oraninda 2 6glin, %48 oraninda 3 6glnde
beslendigi, %78 oraninda ise 2 6glin halinde sulandigi
belirlenmistir. Stit inegi isletmelerinin tamaminda tuz
kullanildigi, fakat vitamin-mineral yalama blogu
Sut

Hekim

kullanilmadigi  tespit  edilmistir. inegi

%96’sInIn

Zooteknist gibi teknik personelden beslenmeye

isletmelerinin Veteriner ve
yonelik destek alinmadigi belirlenmistir. Kis mevsimi
beslemelerinde indigesyon, ishal ve timpani gibi
sindirim sistemi rahatsizliklarinin nadiren goérilme

sikhginin %50, pikanin nadiren goriilme sikliginin %70

362



Kars ilindeki Siit inekle...

Arslan ve Tufan

oldugu tespit edilmistir. Besleme ile ilgili en 6nemli

problemin  yemlerin  pahali  olmasi  oldugu
belirlenmigstir. Sut sigin isletmecilerinin tamaminin
faaliyetlerini devam ettirme niyetinde oldugu tespit
edilmistir.

ilindeki

isletmelerinin atadan gérme (geleneksel) besleme

Sonu¢ olarak; Kars sit  inegi

yontemlerine bagh olarak siit ineklerini besledikleri,
teknik destek almaya sicak bakmadiklari, besleme
ciddi

ozellikle vitamin-mineral

konusunda
fakat

problemlerle karsilasmadiklari,
yetersizliklerinin
olabilecegi anlasilmakta olup, yetistiricilerin kiigik
yonlendirme tavsiyeleriyle hayvanlarini yeterli ve
bir

ulagilmustir.
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Abstract: Milk is a food containing many biologically active substances that have an important place in the nourishment of
newborns and adults. The transition of the drugs used in the treatment, as well as the environmental pollutants to milk cause
a potential risk for consumer health as well as economical losses due to exceed of the legal limits of these compounds set by
authorities. The transition of these chemicals to milk is complex; while active transport and passive diffusion play were found
to have an important role. The transition abilities of the drugs into milk are defined by milk/plasma ratio. The M/P ratios of
the drugs are affected by the composition of the milk and the physicochemical properties of the drug. The concentration of
the drugs in the milk depends on the factors of the drug (protein binding, ionization, molecular weight, lipophilicity, drug-
drug and drug-nutrient interactions) and organism (race, species, lactation period, parity, disease and nutrition). If the
transition properties of the compounds of concern are known or able to be modelized in kinetic applications, it can be useful
for preventing milk from drug residues.The success of mastitis treatment depends on the proper use of drugs and knowing
of the behaviour of drugs in the milk.

Keywords: Behaviour, Drug, Factor, Milk, Transition.

ilaglarin Stitteki Davranislari - Derleme

Oz: sut, yeni doganlar ve yetiskinlerin beslenmesinde énemli yeri olan bircok biyolojik aktif madde iceren bir besindir. insan
ve hayvanlarin tedavisinde kullanilan ilaglarin ve gevresel kirleticilerin siite gegme yetenegi, sitl saglik ve ekonomik agidan
sorunlu hale getirmektedir. Kaliteli ve glvenli gida Gretimine ydnelik yasal ve bilimsel uygulamalar bu sorunlari 6nlemeyi
amagclamaktadir. Aktif transport ve pasif diflizyon, ilaglarin stte gegisinde 6nemli rol oynamakla birlikte diger mekanizmalarin
da etkin oldugu bilinmektedir. ilaglarin siite gegislerisiit/plazma orani ile belirlenir. Siit/plazma orani siitiin bilesiminden ve
ilacin fizikokimyasal 6zelliklerinden etkilenir. Sitteki ilag konsantrasyonu, ilaca (proteine baglama, iyonizasyon, molekil
agirhg, lipofiliklik, ilag-ilag ve ilag-besin etkilesimi) ve canlya (irk, tir, laktasyon periyodu, dogum sayisi, hastalik ve beslenme)
bagli olarak degisiklik gosterir. S6z konusu bilesiklerin gegis 0Ozelliklerinin bilinmesi veya kinetik uygulamalarla
modellenebilmesi sitte ilag kalintilarinin 6nlenmesinde faydali olabilir. Mastitis tedavisinin basarisi, ilaglarin dogru
kullanilmasi ve ilaglarin sttteki davranislarinin bilinmesine baghdir.

AnahtarKelimeler: Davranis, Faktér, Gegis, ilag, Siit.
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INTRODUCTION

IVIiIk is defined as the biological fluid that is
produced in the mammary gland following by
birth in all mammalian species. The composition of
the milk consists of mainly emulsified fat globules,
lactose and soluble proteins that form solutions with
colloidal dispersed proteins. Milk also contains
various minerals, vitamins, enzymes and dissolved
gases. The passive diffusion is primary mechanism
that plays the key role in the transition of drug from
plasma to milk. In the transition of drugs to the milk,
there are transport mechanisms other than passive
diffusions. Milk concentrations of cimetidine and
nitrofurantoin are founded higher than predicted
concentrations in humans (1,2). Active transport
plays an important role in the passage of organic
compounds such as benzylpenicillin across the blood-
milk barrier. However, probenecid is a known
inhibitor of active transport of organic acids at
barriers. In an experimental

the

epithelial study,

probenecid has reduced excretion of
benzylpenicillin from kidney (3). The existence of
carrier-mediated transport system/systems in the
mammary gland has been revealed in experimental
studies using rats. In these studies, it has been
indicated that dipyridamole reduced more the
milk/serum ratio of nitrofurantoin than 60% and the
cimetidine than 80% (4,5). Other mechanisms such as
pinocytosis and exocytosis are effective mechanisms
for the transition of drugs into the milk. It has been
demonstrated that non-linear kinetic (saturation) is
possible in the transition of compounds to milk such
as aminopyrine,

acid and N-acetylated sulfanilamide (5). ATP-binding-

N-acetylated paraaminohippuric

cassette (ABC) is a transmembrane protein that is
actively involved in the transport of biological
substances and xenobiotics. P-glycoprotein and
Multi-Drug Resistance Protein (MRP), particularly the
Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) from the
ABC family, play a role in the transit of the drug to
milk. BCRP is highly expressed in breast tissue
especially during the last period of pregnancy and
lactation (6,7). substrate

period Berpl

concentrations in wild type lactating mouse milk has
been higher compared to transgenic lactating mice
without Bcrpl transmembrane protein (Bcrpl -/-)
(6). Genetic variations of BCRP should also be
assessed in the transit of the drug to milk. Variations
in the expression and/or function of BCRP could be
lead to significant changes in the pharmacokinetics of
the BCRP substrates in the milk. Y581S is one of the
BCRP polymorphisms, which have caused to increase
transition of danofloxacin to the milk. In addition, the
heterozygous variant Y/S of the Y581S polymorphism
have increased to transition of danofloxacin to milk
much more than homozygous variant Y/Y (8). Otero
et al. (9) found that riboflavin transports more
efficiently in vitro by the Y581S. Also the same
authors have determined that uric acid and
enterolactone (substrates in vitro of the bovine
ABCG2 variants) are actively secreted into milk with
a two-fold increase in the milk/plasma ratio for Y/S
with respect to Y/Y cows. Y581S polymorphism is
responsible for production and composition of milk
(10). BCRP variants can be also different between
The

(triclabendazole sulphoxide and sulphone) have

species. metabolites of triclabendazole
lower inhibitor effect on BCRP variants in sheep than
in cattle. Especially, these metabolits inhibite the
bovine Y581S variant (11). The in vitro transport of
ciprofloxacin by the S581 variant has been more
efficient when compared to the Y581 variant. Also
the administration of enrofloxacin to Y/Y 581 and Y/S
581 that the

concentrations of enrofloxacin and ciprofloxacin are

cows has revealed plasma
significantly lower in Y/S animals (12). The transition

ability of the drugs into milk is defined by
milk/plasma (M/P) ratio. M/P rate is affected by
composition of the milk and physicochemical
properties of the drug. M/P ratio can be estimated by
using the values of octanol/water partition rate,
binding to plasma proteins and the pKa of drugs. The
drugs with a high M/P ratio are actively secreted to
the milk (13). Maternal plasma drug concentration

directly affects drug concentration in the milk. On the
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other hand, the drug concentration in the blood is
not affected only by the maternal dose; this ratio can
be changed by the maternal drug metabolism. The
drug metabolism is genetically determined and
shows variation in mammals. Plasma concentration
of clomipramine can be shown difference by more

than 50 times among the dogs (14).

1. Factors Affecting Drug Transition to the Milk

Physiological changes such as hormonal
changes are observed during pregnancy and lactation
period. In pregnancy, maternal plasma drug

concentration is affected by changing physiological
factors. Some plasma proteins such as albumin and
globulin increase during the lactation period.
Researchers have indicated that there is a decreasing
in concentration of blood protein during the last
period of pregnancy and plasma protein
concentration reaches normal levels during lactation
(15). Changes in the pharmacokinetics of drugs in
lactation period are often similar to changes in the
pharmacokinetics of drugs in pregnancy. Contrary to
indicated above Santschi and Papich (16) have found
that there is no difference in the plasma distribution,
excretion, and drug exposure (AUC) of gentamicin
between mares in the last period of pregnancy as
well as in the first period of lactation. The
pharmacokinetics of the drugs can be affected by
hormonal changes during postpartum and lactation
period, also body fat percentage, body weight and
body mass. It has been shown that lactation causes
significant changes in plasma pharmacokinetics
(clearance, increased volume of distribution and half-

life) of drug when compared with pregnancy (17).

2. Factors Related to Living Organism
2.1. Species

Sheep milk contains more fat and protein than
cow and goat milk. In two different experimental
studies, doremectin has been found to accumulate
more in the milk of sheep than in the milk of goat,
despite the same dosage regimen (18,19). Similar
results have been obtained for danofloxacin studies

in lactating cows and sheeps, the concentration of

danofloxacin in sheep milk has been shown to be
higher (20,21). It can be said that lipophilic drugs are
more likely to pass sheep milk, which has a higher fat

rate than goat and cow milk.

2.2. Disease

Physical and chemical changes in the milk and
breast tissue diseases affect the drug transition to
milk. Inflammation products and edema disrupt the
distribution of drugs by clogging milk ducts and
creating pressure. Drugs bonded to milk proteins are
pharmacologically ineffective. Since the amount of
milk protein (casein, a-lactalbumin, B-lactoglobulin)
reduce, the amount of free drug in milk increases in
mastitis cases. The other change, which can affect
drug passage into tissue, is fibrosis. Fibrosis
decreases the drug distribution in tissues. Depending
on these factors, the pharmacokinetics of drugs in
milk can be affected at different levels. Yield of milk
could be effective on the excretion of drugs by
milk.The withdrawal times of drugs from the milk
takes more time because of reduced milk yield in
cattle with clinical mastitis (22). In an experimental
study conducted on healthy and mastitic cows, the
withdrawal time of azithromycin has been found to
Although

regimen,

be prolonged in mastitic cows (23).
the

cefacetrile accumulates in mastitic cows milk than

administered in same dosage
healthy ones (24). Sezgin and Tras (25) have
determinated that mastitis cause the change in
pharmacokinetic of albendazole in milk [area under
the curve (AUC), biological half-life and M/P ratio]
but mastitis hasn’t changed pharmacokinetic of
triclabendazole and fenbendazole. After intravenous
administration, milk concentration of flunixine
meglumine have found different in mastitic and
healthy cows at all time points (26). The same
authors have stated that concentration of flunixine
meglumine in mastitic cow milk has been higher than
healthy ones. In contrast to the parent drug, 5-
hydroxy flunixin concentrations have been
significantly higher in healthy cow milk at both 2 and
12 hours. The results of another experimental study
have reported that the AUC of norfloxacin in milk is

significantly lower in the infected quarters of the

366



Behaviour of Drugs in th...

Ozdemir and Tras

mastitis groups (subclinical and clinical group) when
compared to the values in milk from healthy quarters
of the udder.

concentration of norfloxacin in milk is higher than in

same Also, they determined
serum (27). There are not enough studies about the
effect of mastitis on transporter-mediated secretions
of drugs into milk. Yagdiran et al. (28) have found that
no significant differences were observed for gene
expression of BCRP after S.aureus challenge. On the
other hand, another study revealed that the gene
expression of Bcrpl has been downregulated in
mouse model of S.aureus-induced mammary
(29). Other

endometritis can also affect the drug behaviours in

inflammation diseases such as
the milk. Kumar et al. (30) have determinated that
concentration of ceftriaxone in milk is greater in
healthy cows than endometritic cows at 12 and 24 h
after drug administration, whereas endometritic
cows had greater ceftriaxone concentrations in milk

compared to healthy cows at 36 h.

2.3. Lactation Period and Parity

Rates of milk protein and fat at different periods
of lactation have been shown to alter drug excretion
from milk (31). There is a positive relationship
between amounts of protein and fat in the milk. In
cows, milk yield increases parallel to the increasing of
parity and milk yield reaches the maximum level at 4-
5th births. This increase is related to breast volume.
The raising in milk yield causes to increase the

excretion of drug by milk (22).

2.4. Breed

Breeds can affect the drug transition into milk.
It has already been mentioned that the rate of milk
protein and fat is effective on the transition of drugs
to milk. For example, milk protein and fat ratios of
Jersey and Guernsey breeds are higher than other
breeds. Lipophilic drugs, which show affinity to milk
proteins, can be more concentrated in the milk of
these breeds (22).

2.5. Nutrition

Milk

acetate/propionate ratio of the ration. In addition,

composition is related to

nutritional characteristics such as the herbage
quality, the roughage/concentrated feed ratio and
the amount of fat in the feed can affect the milk
composition.  Imbalances in  nutrition (low
energy/protein ratio) can decrease rates of milk fat
and protein. If the concentrate feed ratio is higher
than the roughage feed, the milk fat ratio tends to
decrease. Cows fed with rich rations from vegetable
oil have low milk fat. Decreasing in short and medium
chain fatty acid content in the ration affects milk fat
ratio negatively. Soybean, which has the highest feed
value among legumes, is widely used in animal
feeding. Soybean has an inhibitory effect on activity

of BCRP tranmembran protein (32).

3. Factors Related to Drugs
3.1. Route of Administration

Every drug used in treatment passes to milk at
more or less levels. The route of administration affect
to passage of drugs to milk. Parenterally applied
drugs are absorbed easily and rapidly than oral
administered drugs. Intravenous administered drugs
more accumulate in the milk compared with different
parenteral routes (23). Also, it should also be
considered that intrauterine drug application to

lactating animals can cause drug residue in milk (33).

3.2. Protein Binding

Drugs are found as free or bound form in the
circulation. While free drugs can pass to tissue and
biological fluids such as milk, bound drugs can't.
There are specific proteins (casein, lactalbumin, a
and B lactoglobulins) in milk produced by the breast
epithelial cells which bind drug molecules. The
excretions of drugs that bind to milk proteins at high
ratios are rapid and distribution to tissues is low (22).
In mastitis disease, the percentage of milk protein is
increased. In a study conducted on cows with
mastitis, it has been found to be increasing in
proportion of drugs bonded to milk proteins
following intramammary drug administration. Also, it
has been concluded that binding to tissue proteins
could prolonged the withdarawal time in the milk
(27).
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3.3. lonization and pH

lonization rates of drugs with weak acid or basic
in aqueous media are related to the pH of medium
and the pKa of drugs. Most of non-ionic drugs have
higher solubility in lipid and pass across the
membrane easily. While the pH of the plasma is
constant, the pH of the milk is variable. Except of
gangrenous mastitis, the pH of the milk shifts to
alkaline in mastitis cases. The ionization ratio of the
drug in the milk is also dependent on the severity of
the infection. Excretion of weak acid and basic drugs
with milk are determined by the pKa value and
plasma concentrations of drug and the pH of the
plasma and milk (34). As the pH of the milk is lower
than the pH of the plasma, weak base drugs
accumulate in milk more than weak acid drugs. Tras
et al. (35) found that the sulphadoxin concentration
in mammary quarters applied basic solution was
higher than in quarters applied acidic solution and
the difference was to be significant. Due to the
increased vascular permeability in inflammatory
diseases, drug transition from plasma to milk
increases. In mastitis cases, intramammary drug
administration causes increase in drug transition
from milk to plasma. The effect of pKa on drug
concentration in milk has been demonstrated in
studies with sulfonamides. Sulfacetamide has a low
M/P ratio (0.08), because of a low pKa (5.4),
sulfanilamidine has a pKa of 10.4 so M/P ratio is 1.00
(36).

3.4. Molecular Weight

Transition of drugs and other chemicals into
milk depends on the molecular size and molecular
weight. Drugs with small molecular weight and
molecule size pass to milk more easily. Ethanol
(molecular weight 120) passes rapidly from the
plasma to milk and reaches a high concentration in
the milk. It is not possible for drugs of > 600
molecular weight to transition at high concentrations
into the milk. Heparin (30.000) and insulin (6.000)
molecules are not found in milk because their

molecular sizes are high (34).

3.5. Solubility

The structure of alveolar and epithelial layer of
the mammary gland is mostly formed from lipid.
Mammary tissue is very permeable at the beginning
of lactation. Therefore, lipophilicity is important in
drug transition to milk. Non-ionized, free and lipid-
into

soluble drugs have a better distribution

mammary tissue. In an experimental study,
pharmacokinetic behaviours of doramectin and
ivermectin have determined in milk and it has been
found that Cmax and AUC values of doramectin in milk
are 6 and 4-fold higher than the ivermectin,

respectively (37).

3.6. Drug-Drug and Drug-Nutrition Interaction

Xenobiotic and biological substances cause the
inhibition or induction of BCRP and also compete for
BCRP. Thus, concentrations of BCRP substrates can
change in milk. Real et al. (38) have indicated that
reduced the
BCRP

substrate in milk. Similarly, BCRP inhibitors such as

inhibition of BCRP by ivermectin
concentration of danofloxacin which is
albendazole and triclabendazole have caused
changes in milk pharmacokinetic parameters of
enrofloxacin and moxidectin which are BCRP
substrates (11,39). BCRP can also alter transition of
xenobiotic and biological substances to milk through
drug-nutrition interactions as well as drug-drug
interactions. Soybean is widely used as a protein
source in animal feed; it contains flavonoids (daidzein
and genistein). It has been indicated that daidzein
secretion of BCRP

and genistein reduce the

substrates such as danofloxacin, enrofloxacin and

nitrofurantoin to the milk (7,40,41). The
concentration of 2-amino-1-methyl-6-
phenylimidazo[4,5-b]pyridine  (PhIP)  which s

abundantly present in cigarette smoke and well-
heated meat has been determined high level in wild
type mice milk compared to Bcrpl -/- mice (6). van
Herwaarden et al. (42) have found that milk secretion
of riboflavin had reduced >60-fold in Bcrpl -/-mice
compared to in  wild-type mice. Also,
flavinmononucleotide (FMN) levels have been found

6-fold lower in milk of Berp1l -/- mice than wild-type.
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But flavin adenine dinucleotide (FAD) levels have
the the

concentrations of different vitamins (vitamin A, Ba,

been unchanged. In same study,
Bs, Bg, B12, C, E, H, K1) in milk have been investigated
in Berpl -/- mice and the level of biotin (vitamin H)
has been found 3-fold lower in Bcrpl -/- mice.
Carcinogenic and mutagenic chemicals such as
heterocyclic amines 2-amino-3-methylimidazo([4,5-
(1Q), 3-amino-1,4-dimethyl-5H-

pyrido[4,3-blindole (Trp-P-1) and aflatoxin B1 pass

flquinoline

into the milk easily. Milk/plasma ratios of these
compounds have found 3.4, 2.6 and 3.8—fold higher
in wild type mice than Bcrpl -/- mice, respectively
(13). PCB 126 is a dioxin-like PCB which may
contaminate milk and dairy products and is also
known human carcinogen. Manzini et al. (43) have
found that PCB 126 increases bABCG2-mediated
excretion of Hoechst H33342 in Madin-Darby canine
kidney-bovine ABCG2 (MDCKII-bABCG2) cells line.
Also, in the same study the incubation of PCB126-
pretreated cells with AFM1 has been found to
reverse effect of PCB 126 on bABCG2 efflux activity.
Manzini et al. (43) have stated that AFM1 is as likely
a substrate of bABCG2. The fumitremorgin C (FTC)
and equol known as ABCG2 inhibitor have been
found to cause a significant reduction in PhIP
transport in MDCKII-bABCG2 and cABCG2 cells (44).
On the other hand, only equol has been reported to
cause a significant reduction in transition of
enrofloxacin in bABCG2 as well as in cABCG2 cells.
Also, FTC and equol have been decreased efflux rate
of sodium salicylate in MDCKII-bABCG2 cells, but are
not decreased in MDCKII-cABCG2 cells. Mahnke et al.
(45) have found that the tranport of monopental
(MNPSO2),
monopental known as bovine ABCG2 (bABCG2)

substrate,

sulfon which is a metabolite of
has been significantly inhibited by FTC,
enrofloxacin, oxfendazole and moxidectin in bABCG2
cells compared to untreated MDCKIl bABCG2 cells.
Clinical effectiveness in treatment of mastitis cases
can be enhanced by the use of BCRP substrate drugs.
At the same time, the addition of BCRP inhibitor to
feeds can provide economic contribution by reducing

passage of the drugs and toxins into milk.

CONCLUSION

The transition of drugs and substances with
carcinogenic properties such as environmental
pollutants and mycotoxins (aflatoxins) to milk cause
an important health problems and economic losses.
The residue problem in animal foods is a global
problem with incremental predication. In recent
years researchers have shown that not only passive
but

transmembrane proteins

diffusion active and specific

in the

transport

are involved
transition of drugs to the milk. The pregnancy and
lactation period cause significant changes in the
pharmacokinetics of drugs. In particular, it can be
stated that diseases such as mastitis cause
differences in drug concentration in the milk. It can
be useful to investigate the effects of pregnancy and
lactation on transition of drug to milk in all species
and whether the other diseases affecting milk yield
except mastitis may affect the behaviour of the drug
in the milk. Milk composition, which varies according
to species and breeds, may also affect drug
behaviour in milk. There is a BCRP- mediated
interaction, which can lead to change concentrations
of substances in milk, among xenobiotics, biological
substances and nutrients. Clinical efficacy can be
improved by combining BCRP substrate drugs used in
the

transmembrane protein

treatment of mastitis with a related
inducing compound.The
addition of BCRP inhibitor to feeds can minimize the
passage of the xenobiotics in order to control the

residual levels.
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Oz: Flor halojen ailesinin bir liyesi olup elektronegatifligi yiiksek bir elementtir. Florun organizmaya ve hiicre icerisine girisiyle
sliper oksit Giretimi artar. Bunun sonucunda ortaya ¢ikan hidrojen peroksit, peroksinitrit ve hidroksil radikalleri florun reaktif
oksijen tirleri (ROS) ile iliskisinde belirleyici rol oynar. ROS’daki artis lipid, protein ve DNA molekdllerinde yikimlanmaya sebep
olur. Florid ile temas sonucunda viicutta stres cevabi faktorlerinde, sinyal transdiiksiyon bilesiklerinde, ve apopitozisle iliskili
proteinleri kodlayan gen ekspresyon dulzeylerinde artis ortaya c¢ikar. Florun hicresel dizeydeki bu etkilerinin
degerlendirilmesi, Tirkiye’de var olan florozis sorununa yeni ¢6zim onerilebilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.
Ulkemizde, bugiine kadar yapilan ¢alismalarda Mugla, Eskisehir, Kirsehir, Corum, Ankara, Konya, Hatay, Van ve Agri illerinde
su, toprak, bitki, koyun idrari, dis ve kemik &rneklerinde flor dizeyleri belirlenmis ve flor zehirlenmesi hakkinda
degerlendirmeler yapiimistir. Bu kapsamda flor'un canli organizmadaki etkisine hiicresel diizeyde deginilerek flor'un serbest
radikaller, ROS ve oksidatif stres olusumuna etkisi degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Flor, Oksidatif Stres, ROS, Serbest Radikaller.

Free Radicals, Reactive Oxygen Species and Relationship with Oxidative Stress

Abstract: Fluorine is a highly reactive chemical element and a member of halogen family. Fluorides entry into the organism
and cells that increases the production of superoxide. Superoxide generates hydrogen peroxide, peroxynitrite, and hydroxyl
radicals, and plays a decisive role at the relationship between fluorine and reactive oxygen species (ROS). The increase in ROS
causes oxidative damage in lipid, protein, and DNA molecules. As a result of contact with fluoride, an increase in gene
expression levels encoding stress related response factors in the body, signal transduction compounds, and apoptosis related
proteins occurs. Assessment of these effects at the cellular level of fluor is important in terms of suggesting a new solution
to the problem of fluorosis in Turkey. Fluoride levels were determined in water, soil, plant and sheep urine, tooth, bone
samples in the areas of Agri, Van, Mugla, Eskisehir, Kirsehir, Corum, Ankara, Hatay in Turkey. Results were evaluated to find
out fluor toxicosis. In this review, the effect of fluoride in the living organism is addressed at cellular level, and the effect of
fluoride on free radicals, ROS and oxidative stress formation is discussed.

Keywords: Fluoride, Free Radicals, Oxidative Stress, ROS.
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Florun Serbest Radikalle...

Kurtdede ve ark.

GiRIS

F

miktarda bulunmakta, endistriyel Griinlerde cesitli

lor, Glkemizde basta Dogu Anadolu bdlgesi
olmak Uzere bazi yorelerde dogal olarak bol

konsantrasyonlarda kullanilmakta ve cevre kirliligine

bagh  olarak yogun flor kontaminasyonlari
gerceklesmektedir. Ulkemizde bugiine kadar yapilan
cahsmalarda Sendil ve Baysu (1), volkanik bolgeler
olan Van/Caldiran ve Agri/Dogubeyazit’da degisik
koylerden alinan su orneklerindeki flor miktarlarini
5.70-15.20 mg/|, florozis belirtileri olan koyun idrar
orneklerindeki flor diizeylerini 3.80-30.61 mg/| olarak
belirlemislerdir. Ergun ve ark (2), Van/Agri yoresinde
flor miktarini kaynak sularinda ortalama 7.67 mg/I,
17.4 mg/kg, bitki
orneginde 15.24 mg/kg, dis ornegi kulinde 3787-
5299 mg/kg, kemik 6rnegi kiilinde 3374-5149 mg/kg,
8.11 mg/l
(3),

kontaminasyonunun koyunlarda florozise yol actigini

toprak o6rneginde ortalama

koyun idrarinda ortalama olarak

belirlemislerdir. Fidanci ve ark. dogal flor

gosteren arastirmalar yapmislar,
Kirsehir-Kaman/Bayindir,

Cicekdag/Pdhrek’ten
bitki

orneklerindeki flor degerlerinin kontrol degerlerine

Eskisehir/Kizilcaéren,
Akcakent/Yeniyapan ve

sagladiklar su, toprak, ve koyun idrar
gore yuksek oldugunu belirlemislerdir. Altintas ve
ark. (4), dogada flor konsantrasyonun ytiksek oldugu
Van/Caldiran’da

idrarindaki

Eskisehir/Kizilcabren koylu ve

merada yayillan  koyunlarin flor
miktarlarini sirasiyla ortalama 5.33 ve 8.13 ppm
bulmuslardir. Isikhi ve ark. (5), Eskisehir ili Kizilcabren
ilcesinde flor madeni bolgesinde su flor miktarini 3,9
mg/l olduguna isaret etmislerdir. Erdogan (6), Hatay
yoresindeki icme suyu Orneklerinde flor dizeyini
0.140-0.751 ppm, Erzin bolgesinde kaynak suyunda
2.140 ppm Oksuz (7),
Kirsehir/P6hrenk’te sicak su

kaynaklarinda 5.5-5.7 mg/I, cesme sularinda 0.63-2.6

olarak  6lgmuslerdir.

su flor dizeyini
mg/l, artezyen kuyu suyunda 0.63 mg/l bulmustur.
Dogal ve endustriyel flor kirliligine bagh olarak
sigirlarda ve koyunlarda kronik flor zehirlenmesi
bulgulari ortaya konulmustur. Son yillarda ise florun
hicre ve enzim sistemleri Uzerine etkisi Uzerine
calismalar yapilmistir (8).

Sekil 1. Turkiyede Dogu Anadolu bolgesinde florozis
gorilen  koyunlarda mandibula ve maksilla
yapisindaki degisimler ve disde beneklenme,
lekelenmeler ve asinmalar (2).

Figure 1. Fluorosis in eastern Anatolia in Turkey
mandible and maxilla structure and changes in the
tooth, mottling, staining and abrasions (2).

Viicuda solunum ve sindirim yoluyla giren flor,
sistemik olarak ve hiicre diizeyinde akut ve kronik
yikimlanmalara yol agar (8).

Bu

organizmadaki etkisine hiicresel diizeyde deginilerek

derlemenin amaci, florun canli
ve florun serbest radikaller, reaktif oksijen tirleri ve
oksidatif stres olusumu ve iliskileri ile ilgili gincel

bilimsel verilerin degerlendirilmesidir.

1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller hiicrelerde oksijen
tirlerinden (ROS) veya nitrojenden reaktif nitrojen
turlerinden (RNS) koken alirlar. Farkli fiziksel ve
kimyasal uyaranlara ve organizmada gelisen gesitli
dejeneratif durumlara karsi disik veya orta
miktarlarda Uretilen serbest radikaller, hicrelerin
sinyal gonderici ve savunma mekanizmalarinda
merkezi rol alirlar. Fazla miktarda Uretilen veya
normal miktarda dretildigi halde dogal olarak
notralize edilemeyen serbest radikaller lipidlerde
peroksidasyona, proteinlerde yikima bagli enzim
aktivitesi kaybina ve DNA yikimi sonucu mutagenezis
ve karsinogenezise yol agar (9,10). Bazi serbest
radikaller nitrik oksit radikal (NO), stiiperoksid iyon
radikal (Oy7), hidroksil radikal (OH-), alkoksil radikal
(RO), nitrojen dioksit (NO2), peroksil (ROO), lipid
peroksil (LOO’), ozon (0Os), hipoklorik asit (HOCI), nitdz

asit (HNO.), peroksinitrit (ONOO), dinitro trioksit
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(N203), lipid peroksit (LOOH),
(H20,), singlet oksijen (*0,)’dir.
GUnlmizde yasamin kaginilmasi en zor ve en

hidrojen peroksit

onemli sorunlari olan gevre, gida ve su kaynaklarinin
kirliligi, beslenme bozukluklari ve stres viicutta
serbest radikallerin olusumuna neden olmaktadir.
Bunlarin metabolize edilisleri ve nétralizasyonunu

aksamaktadir.  Sonugta  organizmada  gesitli

dejeneratif  bozukluklar  olusurken enfeksiyoz

etkenlerle muicadelede yetersizlikler ortaya cikar.
Son yirmi yilda cgesitli dokularda gérilen dejeneratif
bozukluklar ve kanser olgularindaki artista serbest

radikallerin roll kolorimetrik, florimetrik,

kemiliminisans  yontemleriyle yogun  sekilde

ve sO0z konusu bozukluklarin

radikal

antioksidanlarin kullanilmasi konusunda genis ¢apli

arastirilmakta

onlenmesinde antagonistleri olan

calismalar yapilmaktadir. Son vyillarda serbest

radikallerin biyokimyasal reaksiyonlardaki rollerinin
de

organizmada

hastalik durumlarinda

cesit
miktarlarinda artis dikkati ¢ekmistir (9,11,12).

onemleri anlasiimis,

serbest  radikallerin ve

2. ROS

Normal metabolik siirecte belirli diizeyde ROS
olusur. Viicuda giren hastalik etmenlerine karsi bazi
I6kosit hicreleri de normalin disinda ROS'un agiga
¢tkmasina yol agar. Organizmada metabolizma
esnasinda olusan belirli miktardaki ROS, yipranmis
hicrelerin yikimlanmasi islevinde gérev alir. Viicutta
Uretilen ROS’un saglikli hicrelerde de yikimlayici
etkiye yol agmamasi icin endojen (Superoksit
dismutaz (SOD), glutasyon peroksidaz (GSH-Px),
(GST), (CAT),

melatonin, seruloplazmin, transferrin, miyoglobin,

glutasyon S-Transferaz katalaz
gibi) ve eksojen (a-tokoferol (vitamin E), B-karoten.
askorbik asit (vitamin C), folik asit (folat) gibi)

antioksidanlar gorev yapar (13).

3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, organizmada metabolik sliregte
ortaya ¢ikan serbest radikaller ve reaktif metabolitler
ile antioksidatif sistem arasindaki dengesizlik olarak
tanimlanir. Oksidatif ve antioksidatif stregler, hiicre
ve organizmalarda redoks durumunu etkileyen
elektron transferleri ile birlikte ortaya ¢ikar. Redoks
durumundaki

bu degisiklikler bircok proteinin

aktivitesini artirarak ya da durdurarak hicrelerin
akibetini belirleyen sinyal yolaklarini harekete gegirir.
Oksidatif stres, oksidatif ve antioksidatif denge
bozuklugunun derecesine ve etkilenen hicrelerin
ozelliklerine bagh olarak hiicrelerde yangi, apopitozis
veya proliferasyon ve malignant reaksiyon gibi
olaylar meydana gelir. Bunun sonucunda etkene ve
organizmanin savunma sisteminin gliciine bagl
olarak gesitli dokularda bozukluklar ortaya gikar (13).

Oksidatif

bozukluklarin (kanser, artritis, yaslanma, otoimmun

stres  kronik ve  dejeneratif

bozukluklar, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif
hastaliklar) 6nemli nedenidir. Viicut oksidatif strese
karsi koyabilmek icin antioksidanlari Ureterek birgok
mekanizmayi devreye sokar. Antioksidanlar viicutta
Uretilebildigi gibi (endojen), gidayla veya gida katkisi
(eksojen) olarak disardan da alinabilir. Antioksidanlar
serbest radikal slpdiricileri olarak isimlendirilir.
Bunlar ROS ve RNS tarafindan olusturulan yikimi
Onler veya tamir ederken, immun mekanizmayi
glclendirir kanser ve dejeneratif hastalik riskini
dasirar (14).

Oksidatif stres durumunda hidroksil radikal ve
peroksinitrit asiri
lipid
yikimlanir. Bu reaksiyon malondialdehit (MDA)'in ve

Uretildiginde hicre zar ve

lipoproteinler peroksidasyonu  yoluyla

konjege olmus dien bilesiklerin (sitotoksik ve
mutajenik maddeler) sekillenmesine yol agar (15).
DNA

agar.

DNA’nin oksidatif yikimlanmasi, farkl

yikimlanmalarina ve mutasyonlara yol
Organizma DNA’y1 etkileyen bu ataklara karsi koymak
DNA’yi
antioksidanlari kullanan birgok mekanizmaya sahiptir
(16,17,18).

Oksidatif stres, uygun sekilde idare edilmedigi

icin tamir eden enzimleri ve/veya

taktirde yaslanma, bazi akut patolojiler (travma, felg)
ile degisik kronik ve dejeneratif hastaliklarin ortaya
cikisini baslatabilir (19,20).

4. Floridler ile ROS iliskisi

Floridlerle temas sonucu stiper oksit Gretiminin

artmasiyla ortaya ¢ikan  hidrojen  peroksit,
peroksinitrit ve hidroksil radikalleri florun ROS ile
iliskisinde belirleyici rol oynar (20). Floridlerle temas
edilmesiyle sliper oksit Uretimi artar, takiben olusan
hidrojen peroksit, peroksinitrit ve hidroksil radikalleri

florun ROS ile iliskisinde belirleyici rol oynar (21).
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Flor intoksikasyonundan sonra ROS ve nitrojen
oksit (NO)

Floridlerin neden oldugu NO Uretimi artisi sonucu NO

dizeyleri de onemli o&lglde artar.
ile stiper oksit reaksiyona girerek peroksinitrit ve
proteinlerdeki tioller olusur (22,23). Peroksinitrit ile
metal merkezleri reaksiyona girdiginde nitrozil
eklentileri meydana gelir. NO disiilfit bagi olusumunu
engelliyerek  endoplazmik retikulumda  hatali
katlanmis proteinlerin birikmesine yol agar (8).
Antioksidanlarin hiicreleri florla temas sonucu ortaya
¢ikacak lipid peroksidasyonundan yogun sekilde
korumasi (22,24) florun etkisini oksidatif nitrozatif
yikimi Gzerinden yaptigini gdstermistir (8).

Florun mitokondri Gzerindeki toksik etkisi ROS

indiksiyonuna ve antioksidan savunmada
zayiflamaya yol agar. Asirt ROS Uretimi lipid
peroksidasyonu, mitokondriyal membran

depolarizayonu ve apopitozisin ortaya ¢ikmasina
(8).

apopitozis hem de nekrozise isaret eder. Hiicre

neden olur ROS olusumunun artisi hem
Oliminin tipi ve hiicrelerde olugan ROS’un ozellikleri
florid iliskilidir.  Ratlarda

olusturulan florid toksikasyonunda ROS’daki artisin

iyonunun  miktariyla

agiz mukoza hicreleri ve hepatositlerde apopitozis

yol actigi
belirtilmistir (25). icme sularina fazla miktarda florid

ve hicre siklusu degisikliklerine
katilan ratlarin kan, karaciger, bobrek ve beyninde
asiri ROS dretiminin meydana geldigi gosterilmistir
(26,27,28,29,30). Yuksek dozda florid verilen fare
spermetazoalarinda ROS olusumunun artisi ile
morfolojik anormalliklerin birlikte ortaya ¢iktig
gozlenmistir (31).

Rat spermatozoasinin florid etkilesmesi ile
NADPH oksidaz (ROS olusumuna katilan diger bir
enzim) aktivitesinin arttigi gosterilmistir (21). Doku
yikiminin bir gostergesi olan laktat dehidrogenaz
(LDH) aktivite artisi diyetinde yiiksek miktarda florid
bulunan ratlarda belirlenmistir (32). Diyetinde yiiksek

miktarda florid bulunan ratlarda, doku yikiminin bir

gostergesi  olan laktat dehidrogenaz  (LDH)
aktivitesinin artisi  belirlenmistir (32,33). Florid
tarafindan etkilenen diger hiicresel bilesikler

transaminazlar (AST ve ALT), kreatin kinaz (CK), total
lipidler (TLs), kolesterol, trigliseridler (TGs) ve disik
(LDL-c)

bunlarin miktarinin yine florid verilen ratlarda arttig

dansiteli  lipoprotein-kolesteroller olup

belirlenmistir (22). icme suyuna florid katilan ratlarin

eritrositlerinde ‘HEM mekanizmas’ (Hemoglobin)
sentezi ile ilgili parametrelerde inhibisyon gelistigi ve
bu bozuklugun beyindeki tim biyojenik amin
dizeylerindeki azalma ile birlikte ortaya ¢iktig
gosterilmistir (28).

oksit  dismutaz

Floridlerin (SoD),

glutasyon peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan

super

enzimlerin aktivitesini inhibe ettigi distinidlmektedir
(21,34,35). Ayrica flor glutasyon diizeyinde degisiklik
yaparak mitokondrilerde ROS d(retimini artirir ve
sonugta selller yapilarda yikim sekillenir (34,36).
Floridler strese cevap olarak ortaya c¢ikan yapilari
ornegin MAP (mitogen activated protein) kinazi
aktive eder ve sinyalle regiile edilen protein kinaz
(ERK)"in aktivasyonu gergeklesir (37,38,39).

5. Floridler ile Oksidatif Stres iliskisi

Endemik florozisli alanlarda yapilan in vivo ve in

vitro ¢alismalarda floridlerin neden oldugu
apopitozise isaret eden lipid peroksidasyonu ve ROS
Uretimi tanimlanmistir (8,40).

Oksidatif stresin hiicre 6limiine neden olusu
genellikle lipid peroksidasyonuyla (LPO) birlikte

gelisir. Lipid peroksidasyonu hiicre ve dokularda

florla  olusturulan sitotoksitenin  6nemli  bir
mekanizmasidir. LPO durumu lipid
peroksidasyonunun yan drdnleri olan MDA’nIn

(malondialdehit) belirlenmesiyle ortaya konulabilir
(41). Endemik florozisli bolgelerde yasayan gocuk ve
erigkinlerin eritrositlerinde 6nemli LPO’ u rapor
edilmistir (42).

GSH azalmasi genel olarak hicreler igindeki
prooksidan ve antioksidan aktiviteler arasindaki
ROS

Uretimine baglanmakta ve bu olaylar hicrelerde

dengesizlige ve mitokondrialardaki asiri
yikima yol agmaktadir. Hiicrelerde NaF ile olusturulan
apopitozis GSH’In serum diizeyinde diss ile birlikte
ortaya ¢ikar. Hicrelerde nekrozun gelismesi
durumunda GSH tasiyicilarinin slipresyonu sonucu

GSH dizeyinde artis sekillenir (41).

6. Floridler ile Antioksidan Enzim Aktivitesi iliskisi

Floridlerin hiicre antioksidatif mekanizmasinda
ve serbest radikallerin eleminasyonunda rol oynayan
SOD, GSH-Px ve CAT gibi enzimlerin aktivitesini
degistirdigi  bildirilmistir (41).
gorildigli bolgelerde yasayan insanlarin kaninda

Endemik florozisin
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serbest radikal stipUriciilerinden olan SOD, GST, CAT
ve GSH-Px gibi enzimlerin aktivitelerinde dusls
saptanmistir (23,36). Yuksek miktarda florid verilen
rat ve fare eritrositlerinde SOD aktivitesinde uzun
donemde onemli daslis ortaya cikmistir (36,43).
Deney hayvanlarina NaF verilmesi karacigerde (38),
bobreklerde (38) ve beyinde (32) SOD, GST, CAT ve
GSH-Px enzim aktivitelerinde
olmustur. Dislik dozda NaF verilen farelerin
osteoblastlarinda SOD, GST, CAT ve GSH-Px gibi
enzimlerin aktivitelerinde go6zlenen artis floridin
etkisi

distnulmustur. Yiksek doz florid verilenlerde ise bu

disise neden

kemik hlicrelerine olumlu olarak

enzimlerin aktivitelerinde  6nemli derecede

supresyon azalma ortaya c¢ikmistir (44,45).

SONUC

Flor elektronegatifligi ylksek bir elemnettir.
Floridlerin vicutta olusturdugu biyokimyasal ve
sellUler etkiler hiicre igerisinde ve organizmaya
takiben

seviyesinin Ustlne ¢cikmasiyla sonuglanir. Stiper oksit

girisini siper oksit dretiminin normal
molekilt, hidrojen peroksit, peroksinitrit ve hidroksil
radikallerinin fazla miktarda ortaya ciksina sebep
olur. Bu durumda, hiicresel diizeyde lipid, protein ve
DNA molekullerinde yikimlanmalarina meydana gelir.
Floridlerle temas sonucu stres cevabi faktorleri,
sinyal transdiksiyon bilesikleri ve apopitozisle iliskili
proteinleri kodlayan gen ekspresyon dizeylerinde
artis ortaya cikar. Son vyillarda Uzerinde 6nemle
durulan florun hicresel etkileri

diizeydeki ve

oksidatif stres mekanizmalari {zerine etkisinin
degerlendirildigi bu derlemede etki mekanizmalari

Uzerinde degerlendirmeler yapiimistir.
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Oz: Mycobacterium avium kompleksi iiyelerinden olan Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) cok cesitli
hayvan tirlerinde Johne hastaliginin (paratiiberkdilozis) etiyolojik etkenidir. Paratiiberkiilozun klinik belirtilerini gdsteren ve
asemptomatik taslyic hayvanlar etkeni siit, diski ve spermleriyle yaymaktadirlar. Sit direkt olarak etkeni tasiyabildigi gibi
ozellikle diski kaynakh indirekt bulagsmalar da gergeklesebilmektedir. Sitlin yani sira peynir, yogurt, krema, tereyagi,
dondurma vb. siit Grlnleri de etkeni taglyabilmektedir. Sit sigirlarindaki Johne hastaligi ile insanlarda gériilen Crohn hastaligi
insidenslerinde diinya genelinde artis gorilmektedir. Yiksek klinik ve patolojik benzerlikler bulunan bu hastaliklar arasindaki
olasi iliskide gidalarin rolliniin yorumlanmasinda ve glivenilir sonuglar alinmasinda MAP’In siit ve sit Uriinlerinde tespit
yontemleri 6nem arz etmektedir. Bu amagla siit ve siit Urlinlerinde Ziehl-Neelsen boyama, floresan mikroskop, kati faz
sitometri ve biyoliiminesans gibi direkt tani ve kiiltiir ydntemleri ile MAP etkenleri arastirilabilmektedir. Bu yontemlerin yani
sira radyoimmiin testler (RIA), enzim bagl immin testler (ELISA), agar jel immunodifiizyon testi (AGID) ve komplement
fiksasyon testi (CF test) gibi serolojik teknikler ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), nikleik asit hibridizasyonu,
immunomagnetic separation PCR, Nested PCR, Real-Time PCR gibi molekiler teknikler veya bu tekniklerin kombinasyonlariyla
hizl tani yontemleri gelistirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Crohn hastaligi, Johne hastaligi, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.

Detection Methods of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in Milk
and Milk Products

Abstract: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) is a member of the Mycobacterium avium complex, and is
the etiologic agent of Johne's disease (paratuberculosis) in a wide variety of animal species. Animals with clinical signs of
paratuberculosis and asymptomatic carriers spread the agent by their milk, feces and sperm. While milk may carry the
microoganism, indirect contamination may also caused by feces. As well as milk, cheese, yoghurt, cream, butter, ice cream
and other dairy products can also carry the pathogen. The increase in the incidence of Crohn's disease in humans and Johne’s
disease in dairy cattle is observed worldwide. The detection methods of MAP in milk and dairy products are important to
obtain reliable results in interpreting the role of food and possible relationships between these diseases with their high clinical
and pathological similarities. For this purpose, MAP agents can be investigated by classical cultural and direct diagnosis
methods such as Ziehl-Neelsen staining, fluorescence microscopy, solid-phase cytometry and bioluminescence in milk and
dairy products. In addition to these methods, serological techniques such as radioimmunoassays-RIA, enzyme-linked
immunoassays-ELISA, agar gel immunodiffusion assay-AGID and complement fixation-CF test and molecular techniques such
as polymerase chain reaction-PCR, nucleic acid hybridization, immunomagnetic separation PCR, Nested PCR, Real-Time PCR
or the rapid methods which are the combination of these techniques have also been developed.

Keywords: Crohn's disease, Johne's disease, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.
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GiRIS
Mycobacteria, Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology’de aerobik, spor

olusturmayan, yavas gelisen, hareketsiz, ¢omak
sekilli, Gram pozitif ve aside direncli bakterileriiceren
grup olarak tanimlanmaktadir (1). Bu grupta yer alan
bakteriler kompleks lipitlerden olusan hiicre duvari
yapilarina sahiptir. Ekzo ve endo toksin lretmezler
ancak mikobakteriyel proteinlere karsi gecikmis tip
hipersensitivite reaksiyonlarina neden olurlar.
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis
ve Mycobacterium leprae patojenik tiirler olmakla
birlikte Mycobacterium kansasii, Mycobacterium
scrofulaceum, Mycobacterium avium-intracellulare,

Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium marinum,

Mycobacterium  ulcerans ve  Mycobacterium
smegmatis’de firsatgi patojen olarak
tanimlanmaktadir (2).

Mycobacterium avium  kompleksi (MAC)

Uyelerinden olan Mpycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) (3), basta evcil ve yabani
ruminantlar olmak Uzere ¢ok cesitli hayvan tirlerinde
(6rn., kopek, domuz, at, tavuk, primatlar)
gastrointestinal sistemini etkileyen Johne hastaliginin

(parattiberkilozis) etiyolojik etkenidir (4,5).

1. (Ciftlik Hayvanlarinda Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis

MAP etkenleri ciftlik hayvanlarinda ilk kez 1895

yiinda  tanimlanmistir.  Almanya’da  Dresden

Veteriner Patoloji Enstitiisi’ nde Prof. Dr. Johne ve Dr.
Frothingham tarafindan kronik bagirsak yangili bir
Etkenin

inekte identifikasyonu vyapilmistir (3,6).

neden oldugu Johne hastaliginda, 6zellikle sit
sigirlarinda kondisyon kaybi, siit veriminde azalma,
kaseksiye varabilen kilo kaybi ve ishal en tipik klinik
belirtilerdir (6). ishal belirtilerinin sigirlara nazaran
daha glic tespit edildigi koyun ve keci gibi kiglkbas
hayvanlarda da genis bir dagihm gortlmekte ve bu
hayvanlarda  enfeksiyon  c¢ogunlukla  6limle
sonuclanmaktadir (5,6). Hastalik; yiksek prevalansi
yaninda kaseksi, st veriminde azalma ve tedavi-
da o6nemli ekonomik

kontrol uygulamalariyla

kayiplara vyol bakimindan 6nem
etmektedir (4).

Asemptomatik hayvanlarin 18 aylik doneme
kadar diski

bilinmektedir. Bu durum surd saghginin korunmasi,

agmasi arz

etkeni ve sitleriyle yaydiklar
hastaligin hayvanlarda teshisi, kontrol ve eradikasyon
problemlerine neden olmaktadir (7).
ciftliklerde halk

korunmasinda en 6nemli faktordir (8). Bu amagla

Hastaligin

kontroll, surd ve saghginin

bircok Ulkede wulusal programlar gelistirilmistir.
Avustralya Ulusal Sigir Johne Hastaligi Stratejik Plani
(NBJDSP), (ciby,
Danimarka Paratlberkiloz Operasyon Programi
(OP),
Programi (IPP), ingiltere Sigir Saghgi Sertifikasyon
Standartlari (CHECS) ve Amerika Birlesik Devletleri

Gonallad Sigir Johne Hastalig

Kanada Johne Hastaligi Birligi

Hollanda Yogunlastirilmis  Paratiberkiloz

Kontrol Programi

bunlara 6rnek olarak verilebilir (9).

2. Crohn Hastaligi ve Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis

Crohn

sisteminin ozellikle terminal ileum ve kolon bolgeleri

hastaligi insanlarin gastrointestinal
basta olmak Uzere agizdan anise kadar butin
kisimlarinda kronik granilomatoz yangilara sebep
olmaktadir (6). Kronik ishal, istahsizlik ve kilo kaybi,
ates ve fibrotik inflamasyonlar genel klinik bulgular
bir hastalktir.

evrelerinde kusma, istahsizlik ve apandisit bulgularini

olup tanisi zor Hastaligin akut
andiran ishal, kronik olgularda spesifik karakterde
olmayan karin agrilari goérilmektedir (10).

Etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte
coklu genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimlerinin
hastaliga neden oldugu disinilmektedir (10). Bu
konudaki kronik karakterdeki bir

enfeksiyona karsi gelisen bir reaksiyon, bagirsak

disunceler;

mokozal bariyerinde meydana gelen hasarlarin bir
sonucu ve konakgi bagisiklik sistemi diizensizliginden

kaynaklandigi  Gzerine  yogunlasmaktadir (7).
Hastaligin etiyolojisinde farkh tirde
mikroorganizmalar (Tablo 1) olabilecegi cesitli

kaynaklarda bildirilmistir (10,11,12).
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Tablo 1. Crohn Hastaligi Etiyolojisinde Yer Alan
Muhtemel Mikroorganizmalar (10,11,12).

Table 1. Possible Microorganisms in the Etiology of
Crohn's Disease (10,11,12).

Mikroorganizma

Grubu Etkenler

Shigella spp, Salmonella spp,
Campylobacter jejuni,
Clostridium difficile,
Escherichia coli EHEC/EAEC,
Listeria monocytogenes,
Helicobacter pylori, Klebsiella
pneumonia,  Yersinia  spp,
Actinomycosis, Mycobacterium
tuberculosis, atipik
Mycobacteria, Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia
trachomatis,
Tropheryma whipplei
Cytomegalovirus,
Simplex, Human
Immunodeficiency Virus,
Caliciviridae, Astro-, Adeno- ve
Rotavirus

Candida spp, Aspergillus spp
Entamoeba histolytica, Giardia
lamblia, Strongyloides
stercoralis, Isoporidia belli,
Cryptospora  spp, Trichuris
trichiura

Bakteriyel

Herpes

Viral

Mikotik

Paraziter

MAP etkenlerinin insanlarda da benzer klinik
belirtiler gosteren bir hastaligin etiyolojisinde rol
oynayabilecegi iddiasi ilk kez 1913 yilinda ortaya
atilmistir (3). Bu iddianin temelinde insanlarda da
bagirsagin kronik iltihabina neden olan sistemik bir
hastalikla Johne hastaligi arasindaki ylksek klinik ve
patolojik bulgu benzerligi yatmaktadir (4,6). Crohn
hastaliginin patogenezinde MAP’In potansiyel bir
roli olduguyla ilgili kanitlar, genellikle hastalardan
etken izolasyonunun yapilabilmesiyle elde
edilmektedir (13). Ancak Crohn hastalarindan MAP
etkenlerinin izolasyonlarindaki giglikler, saghkli ve
ile ilgili
kadar bu

aciklanabilmesi amaciyla yapilan kapsamli genom

givenilir sonuglar alinmasi problemler

yaratmaktadir. Gunimize iliskilerin
calismalariyla da net sonuglar elde edilememistir
(13). MAP’In insanlarda Crohn hastaliginin bazi
vakalarindan sorumlu oldugu ile ilgili giderek artan
sayida bilimsel veriler olmasina ragmen bu konu

halen tartismalidir (14).

3. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis’in
Siit ve Uriinlerindeki Varligi

Paratlberkilozun klinik belirtilerini gosteren ve
asemptomatik tasiyici hayvanlar etkeni sit, diski ve
spermleriyle yaymaktadirlar. Etkenler bu dokularda
uzun silire canliliklarini strdirebilmektedir (15,16).
Sut direkt olarak etkeni tasiyabildigi gibi 6zellikle digki
indirekt da
gerceklesebilmektedir (7,17). Pastorizasyon sicaklik-

kaynakh bulagmalar
zaman dizeneklerinde sitlerde MAP etkenlerinin
canliliklarini koruyabildigi (15,18,19), pastorize sit ve
(15)/ D-
degerinin diger patojenlerden yiiksek oldugu ortaya

st Urlnlerinden izolasyonun vyapildig
konmustur (14).

Peynir, yogurt, krema, tereyagi, dondurma gibi
sut dranlerinin  yani

sira igeriklerinde sit ve

bilesenlerini ihtiva eden gidalar da Onem arz
etmektedir. MAP etkenleriyle kontamine ¢ig sitte
pastorizasyon sonrasi canli kalabilen etkenler siit
Urdnleri igin potansiyel risk olusturmaktadirlar (7).
Dolayisiyla MAP etkenleriyle kontamine sut ve siit
drinleri tiketiminin insanlarda Crohn hastaliginin
rol

(15).
genelinde ozellikle sit sigirlarinda Johne hastaligi ile

etiyolojisinde oynayabilecegi  duslincesi

glclenmektedir Bunun vyani sira dinya
insanlarin Crohn hastaligi insidensindeki artiglarin
paralellik arz etmesi, bu hastaliklar arasindaki olasi
iliskinin yorumlanmasinda dolayli da olsa bilgiler

sunmaktadir (13).

4. Siit ve St Uriinlerinde Tespit Yontemleri

Sut ve sut Urinlerinde kultiir ve direkt tani
yontemleri ile MAP etkenleri arastirilabilmektedir. Bu
yontemlerin yani sira serolojik ve molekiler teknikler
veya bu tekniklerin kombinasyonlariyla hizli tani
yontemleri gelistirilmistir (14,15).

4.1. Kultlirel Metotlar

MAP etkenlerinin

izolasyonu “gold standart”” olarak kabul edilmektedir

Kiltirel metotlarla canli
(15,20). Buna karsin ozellikle sut kaynakh diger
mikroorganizmalara oranla uzun siren inklibasyon
periyodu (18 ile 52 hafta arasi) (7,21), uygun selektif
besiyeri seciminin glgligl, spesifik besin 6gelerine
ihtiyag gostermesi, enfekte hayvanlarin sitlerinde

disiik sayida etken bulunmasi vb. faktorler bu
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metotlarin  kullanighhgini  olumsuz etkilemektedir
(7,12).

Kultlr 6ncesinde uygulanan dekontaminasyon
islemleri de subklinik enfekte hayvanlarin sitlerinde
yer alan az sayidaki  mikroorganizmanin
inaktivasyonuna neden olabilmektedir (21). Ancak
sut ve st Grlnlerinden etkin bir kiltirel izolasyon
icin dekontaminasyon tercih
(7). Bu

besiyerlerine ekim yapilmadan 6&nce

uygulamalari

edilmektedir amagla  6rneklerden
rekabetgi
mikroflora etkenlerinin gelismesini engellemek igin
hekzadesilpiridiniyum  kloriir, sodyum hidroksit,
oksalik asit, benzalkonyum klorir gibi kimyasallardan
yararlaniimaktadir (20,22).

Genel olarak siitiin mikrobiyolojik analizlerinde
santrifij, zenginlestirme ve immunomanyetik
separasyon (IMS) vb. bir 6n islem sonrasi besiyerine
gecis yapilmasi tercih edilmektedir (20). Sitlerde
bulunan mikroorganizma sayisi diskiya oranla daha az
oldugundan etkenlerin izolasyonunu saglayabilmek
amaciyla sitlere santrifij uygulamasi tercih
edilmektedir. Santrifij islemiyle sit Ug fraksiyona (su,
MAP etkenlerinin
ozellikle pelet ve krema kisimlarinda yer aldig
bu

kullaniimaktadir (22). Zenginlestirme islemi karisik

pelet, krema) ayrilmaktadir.

bilinmekte ve inokiilasyon igin kisimlar

mikroflorada hedeflenen mikroorganizmanin
gelismesini saglamak ve olasi hicresel hasarlarin
giderilmesi amaciyla yapilmaktadir. Sigir albiimini,
dekstroz, katalaz ve oleik asit iceren Middlebrook
OADC Growth Supplement kullanimi buna &6rnek
(20).

boncuklar

olarak gosterilebilir IMS yOntemi; para-

manyetik Ozellikteki Uzerine spesifik
antikorlarin  kaplanmasi ve bu antikorlarin sut
orneklerinde bulunabilecek MAP antijenleri ile
baglanmasi yoluyla selektif ayirim yapilmasi esasina
dayanmaktadir (7).

En yaygin kullanilan kati besiyerleri, Herrold’s
egg yolk medium (HEYM), Lowenstein-Jensen
(L) Middlebrook  7H10/7H11
medium’dur. Bunlara alternatif olarak Middlebrook
7H9, BACTEC 12B, MGIT 960, ESP Il Culture System,
MB/BacT System gibi sivi besiyerleri de siklikla
kullanilabilmektedir (7,20,22). Tespit limitlerinin 1-10
kob/ml ile 1-10 kob/100ml
bildirilmektedir.

etkenlerinin izolasyon oranini artirmak igin kati ve sivi

medium ve

arasinda degistigi
Sat ve sut drlnlerinden MAP

besiyerlerinin birlikte kullanimlari tercih edilmektedir

(7).

Bu orneklerde  bulunabilecek

rekabetci mikroflorayl baskilamak amaciyla uygun

besiyerleri,
antibiyotik karisimi icermekte ve ayrica Ureme

faktori olarak siderofor 6zellikli mycobactin J
suplementi ilave edilmektedir (20,22). MAP etkenleri
diger Mycobacteria Uyelerinden farkli olarak kendi
mikobaktinini sentezleyememektedir. Bakterinin in
vitro gelisimi i¢in ekzojen mikobaktine olan bu
gereksinimi diger bakterilerden ayirici kriter olarak
degerlendiriimektedir. Demirle selat olusturarak

bakterinin  ¢ogalmasinda respiratér  aktiviteyi

saglayan suplementlerin ortamda bulunmamasi
durumunda gelisim ancak demir saglayan hiicreler

vasitaslyla gerceklestirilebilmektedir (11,22).

4.2. Direkt Tani Yontemleri

Sat ve sit drdnlerinden MAP etkenlerinin direkt

yaygin
tani

tani  yOntemleriyle  tespiti olarak
kullanilmamakla birlikte dogrulayici
Bu

Ziehl-Neelsen

amagli
arasinda;
takiben

bilgiler sunmaktadir. yéntemler

orneklerin boyamayi

mikroskopta incelenmesi, floresan mikroskop

kullanimi, kati faz sitometri ve biyoliminesans

yontemleri yer almaktadir (15).

4.3. Serolojik Testler

MAP

seroprevalansinin belirlenmesinde kullanilimaktadir.

Serolojik testler oOzellikle siriilerde

Bu amagla kullanilan baslica serolojik testler;
radyoimmin testler (radioimmunoassay-RIA), enzim
bagl immiin testler (enzyme-linked immunosorbent
assay-ELISA), agar jel immunodifiizyon testi (agar gel
immunodiffusion-AGID) ve komplement fiksasyon

(complement fixation-CF) testleridir (14). Ancak

cevresel  kaynakli  MAP  disindaki  etkenler
seroprevalans degerlerinin dogru tespitinde sorun
yaratmaktadir. Sigirlarda enfeksiyonun ilk

doénemlerinde, biyolojik sivilarda, genellikle MAP

etkenlerine karsi Uretilen antikorlar

bulunmamaktadir (23).

4.3.1. Radyoimmiin Testler

Radyoimmiin testler (RIA), Rosalyn Yalow ve
1959

aranan

yilinda
bir

Solomon Berson tarafindan

gelistirilmistir.  Biyolojik sivilarda
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maddenin varhg reaksiyon ve tespit olarak iki
RIA, bir

hormon gibi (ya da baska bir molekile) bir antijene

asamada gerceklesmektedir. antikorun

geri donlsimli  olarak baglanma vyetenegine

dayanmaktadir. Pozitif reaksiyonlar da, antijen-

antikor kompleksi olusarak bir radyoaktivite
kazanmaktadir. Radyoizotopik olarak isaretlenmis
molekiller kullanilarak oldukga kiiglk miktardaki
antijen, antikor ya da antijen-antikor kompleksinin
Olgimi mimkin hale gelmektedir (24). Meylan ve
ark (25), kolostrumda MAP etkenlerinin tespiti
amaciyla RIA metodunu kullanmiglardir. Radyoaktif
izotoplar kullaniimasi sebebiyle uygulamasinin zor ve
pahali olmasi daha az tercih edilen bir metot

olmasina neden olmaktadir (24).

4.3.2. Enzim Baglh immiin Testler

ELISA MAP
antijenlerin kullanimiyla siitlerde bulunabilecek MAP
tespit  edildigi bir
yontemdir (15,22). ELISA testinde bu amag igin

testi, antikorlarina  spesifik

etkenlerinin benimsenmis
kullanilan ilk antijen lipoarabinomannan olmustur
(15). ELISA testi, sutlerde MAP etkenlerinin tespiti
amaciyla ilk defa 1994 yilinda (26) kullanilmis olup
sonrasinda bircok arastirmaci (27,28,29) tarafindan
uygulama alani bulmustur.

ELISA metodu; 24

alinabilmesi, az

saat icerisinde sonug

nispeten maliyetli olmasi ve

kolayligindan dolayr glinimiizde yaygin olarak
kullanilmaktadir (22). Ozellikle subklinik enfekte
hayvan sitlerinden insanlara olasi bulasmalarin
engellenmesi ve dolayisiyla halk saghginin korunmasi
MAP etkenlerinin ELISA

etkili  bir kabul

edilmektedir (30). Ancak bireysel olarak hayvanlarda

amaciyla tespitinde

metodunun yontem oldugu
antikor tespit duyarhliklari daha disik bulunmustur.
Nitekim ¢ig sit tanklarinda antikor tespit duyarhhgi
%97 (23)

sutlerinde bu oran %21-61 arasindadir (22). Diger

iken subklinik enfekte hayvanlarin

Mycobacteria tirleriyle kontamine hayvanlarin

sutlerinde bulunabilecek antikorlardan dolayi yanlis
pozitif ve enfekte hayvanlarin sitlerinde her zaman
antikorlarin bulunmamasi nedeniyle yanlis negatif
alinabilmesi  metodun

sonuglar dezavantajlari

arasinda sayilabilmektedir (15).

4.3.3. Agar Jel immiinodifiizyon Testi

Agar jel immunodiflizyon (AGID) testi, antikor
ve antijenlerin yari kati jelde agilan delikler arasindaki
bolgede kiimelenmesi esasina dayanan  bir
yontemdir. Uygulanmasi kolay ve disik maliyetlidir.
Fakat dusik hassasiyet orani subklinik enfekte
strllerde etkili bir tarama testi olarak kullaniimasina
engel olmaktadir. Bu yizden stpheli hayvanlardan
elde edilen biyolojik materyallerde MAP varliginin

arastinlmasinda  genellikle  dogrulayict  tanida

kullanilmaktadir (14,31).

4.3.4. Komplement Fiksasyon Testi

Komplement fiksasyon (CF) testi, sirilerde

MAP seroprevalans tespit calismalarinda
kullanilmistir. Ancak kullanilan ticari test kitlerinde
ozellikle hastaligin evresine bagh olarak degiskenlik
gosteren duyarlilik seviyeleri ve diger bakterilerle

capraz reaksiyonlar olusturmasi nedeniyle fazla

tercih edilmemektedir (14,23).

4.4. Molekiiler Testler

Orneklerde niikleik asit tespitine dayali
molekiler yontemler, yiksek dogruluk orani ve 0.01
pg miktarindaki DNA'nin tespitine olanak vermesi
nedeniyle mikobakteriyolojik analizlerde givenilir
olarak kullanilmaktadir (23). Molekiler teshis igin
(polymerase chain

polimeraz zincir reaksiyonu

reaction-PCR) ve PCR’In modifikasyonu sonucu
gelistirilen birgok yontem (6zgil problarla nikleik asit
hibridizasyonu, immunomanyetik separasyon PCR,
Nested PCR, Real-Time PCR) kullanilabilmektedir
(14,15).

4.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR, in vitro kosullarda hedef nikleik asit

zincirlerinin primerlerle cogaltilarak  etken
identifikasyonuna olanak saglayan bir yéntemdir. Saf
kiltirlerden elde edilen DNA materyallerinden
olduk¢a yilksek spesifitede sonuglar alinmaktadir.
Fakat klinik 6rneklerde yapilan analizlerde c¢esitli
inhibitor maddelerin  varligi ve ekstraksiyon
tekniklerinin yetersizligi vb. faktorler spesifitenin

azalmasina neden olmaktadir (32).
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Sut ve diger materyallerde MAP etkenlerinin
varhiginin arastiriimasinda hizli ve giivenilir sonuglar
verdigi bilinmektedir. Sitlerde MAP etkenlerinin
arastinlmasi amaciyla farkh sekans bolgelerinin
incelendigi PCR protokolleri gelistirilmistir. Ozellikle
1S900 ve f57 spesifik DNA sekanslarinin bulunmasi
etken tespitinde bu alanda ilerlemelere neden

olmustur (15).

4.4.1.1. 1S900 DNA Sekansi

Tespit edildigi 1989 yilindan itibaren /S900 gen
sekansinin arastirilmasi MAP etkenleri igin en sik
tercih edilen metot olmaktadir (14,15). MAP
etkenlerini  Mycobacterium avium  tlrlerinden
ayirmada kullaniimaktadir. /1S900 gen sekansi 399
amino asidi kodlayan 1451 baz ¢ifti uzunlugunda bir
bolge olup bu sekans bolgesinden elde edilen
primerler (Tablo 2) st ve st drinlerinde MAP

etkenlerinin teshisinde kullanilabilmektedir (14,23).

4.4.1.2. f57 DNA Sekansi

ilk kez 1993 vyilinda bir Mpycobacterium
paratuberculosis susundan izole edilen bu sekans da
MAP etkenlerini Mycobacterium avium tirlerinden
ayirmada kullanilmaktadir. G+C igerigi %58.9 olup
620 baz cifti uzunlugunda bir bolgedir. Diger MAC
Uyelerinde bulunmayan f57 DNA sekansindan elde
edilen primerlerle (Tablo 2) bircok ¢alisma
yurutllmustir (14,23). Sit ve st drinlerinde MAP
etkenlerinin tespitinde nispeten daha az duyarl
oldugu kabul edildiginden IS900 sekans analizlerini
destekleyici nitelikte kullanimi  daha yaygindir
(23,33).

4.4.1.3. Diger Sekanslar

MAP etkenlerinin varliginin arastirildigi PCR
temelli calismalarda /S900 ve f57 sekanslarinin yani
sira farklh DNA segmentleri de kullaniimaktadir.
Bunlara; HspX, ISMav2 (15), ISMAPQO2, LSP°8, Hsp65
(23), locus 251 ve locus 255 (33, 34) 6rnek verilebilir.

Tablo 2. Siit ve Siit Uriinlerinde MAP Arastiriimasinda Kullanilan Bazi 1S900 ve f57 Sekans Primerleri.
Table 2. Some /1S900 and f57 Sequence Primers Used in MAP Research in Milk and Milk Products.

Ornek Sekans Bolgesi Primer Dizilimi Arastirmacilar
st 15000 F(5-CGTCGTTAATAACCATGCAG-3) Giese ve Ahrens (35)
R(5-GGCCGTCGCTTAGGCTTCGA-3) Djonne ve ark (36)
] F(5-CCGCTAATTGAGAGATGCGATTGG-3) L
Sut 15900 R(5-AATCAACTCCAGCAGCAGCGCGGCCTCG-3) laive Jayarao (37)
] F(5-GATGGCCGAAGGAGATTG-3)
Sut 15900 R(5-CACAACCACCTCCGTAACC-3) Slana ve ark (21)
. F(5-ACCCGCTGCGAGAGCAATCGCTGC-3) . .
Sut 15900 R(5-ACGTCGGCGTGGTCGTCTGCTGGG-3) Gilardoni ve ark (38)
. F(5-AATGACGGTTACGGAGGTGGT-3) .
Peynir 1S900 R(5-GCAGTAATGGTC GGCCTTACC-3) Galiero ve ark (39)
Sat bazl , ,
F(5-GAAGGGTGTTCGG GGCCGTCGCTTAGG-3) .
n:’:::g; 15900 R(5-GGCGTTGAGGTCGATCGCCCACGT GAC-3)  otsaris ve ark (40)
] F(5-GCCCATTTCATCGATACCC-3)
Sut 57 R(5-GTACCGAATGTTGTTGTCAC-3) Slana ve ark (21)
st 157 F(5-GGTCGCGTCATTCAGAATC-3) Botsaris ve ark (41)

R(5-TCTCAGACAGTGGCAGGTG-3')

Sit, sut tozu,

peynir 57

F(5-CCG CGA TCC CAA AAG TTG-3))
R(5-CTC GTA GCT GCC GAT TCA TG-3))

Donaghy ve ark (33)

SONUC

Sigirlarin yani sira koyun ve kegi gibi ciftlik
hayvanlarinda siklikla goérilen MAP'In, 1sil islem
gormus/gérmemis sut ve Urinlerinde tespit edilmesi,
diger patojenlere gore D degerlerinin oldukca yiiksek

olmasi ve ayrica Crohn hastaliginin etiyolojisinde de
yer alabilecegi yoniindeki bazi bulgular halk saghgi ve
gida givenligi acisindan bu patojenin  6Gnemini
arttirmaktadir.

Bu baglamda MAP’In bulasma kaynaklarindan
erken ve etkin tespiti oldukca 6nem arz etmektedir.
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Birgok besin patojenine goére uzun

inkGibasyon

periyodu, uygun selektif besiyeri segiminin glicliga,

spesifik besin 6gelerine ihtiya¢ gostermesi, enfekte

hayvanlarin sitlerinde diistk sayida etken bulunmasi

v.b dezavantajlarindan dolay besinlerdeki insidensi

ve yogunlugu hakkinda gercek degerlere ulasmak da

oldukga zordur.

MAP’In tespit edilmesinde kullanilan klasik

kiltarel yontemlerin yani sira direkt tani yontemleri,

serolojik ve molekiler testlerin kullaniimasi ve

gelistirilmesi, strd saghg, gida glvenilirligi ve halk

saghgi acisindan 6nem arz etmektedir.
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Oz: Dogada yaygin olarak bulunan Clostridium difficile, antibiyotik iliskili ishal, pseudomembranéz kolit ve fulminant kolit
olmak Uzere gesitli klinik tablolarin sekillenmesine sebep olabilen nozokomiyal firsatgl bir patojendir. Antibiyotige bagli
ishallerin %15-25’inden, psddomembrandz kolitlerin hemen hemen hepsinden sorumlu oldugu dusiiniilen C. difficile’in
hipervirtlan suslarinin ise genellikle niiks orani yiiksek ve siddetli enfeksiyonlara hatta 6lime yol agtiklari bilinmektedir. C.
difficile’in gidalardan insanlara bulasarak enfeksiyon yaptigina dair henlz yeterli veri bulunmamakla birlikte son yillarda
yapilan ¢alismalarda C. difficile enfeksiyonlarinda carpici bir artis oldugunun belirtilmesi, etkenin ayni zamanda hayvansal
gidalardan, ¢ig veya tiketime hazir gidalardan, sebzelerden, salatalardan, deniz, gol ve nehir sularindan, su Urinlerinden,
topraktan ve gesitli gevresel numunelerden izole edilmis olmasi, C. difficile’in gida kaynakli bir patojen olup olmadigi sorusunu
akla getirmektedir. C. difficile’in gidalarda tespit edilen bazi suslarinin toksijenik 6zellik tagimalari, antibiyotiklere karsi degisen
oranlarda direngli olmalari ve zor sartlara dayanikli endosporlari sayesinde kolayca yayilabilme 6zellikleri ise bu bakterinin
o6nemini giderek arttirmaktadir. Bu derlemede C. difficile’in genel 6zellikleri, patojenitesi, enfeksiyon kaynaklari, risk faktorleri,
gidalarda varligi, gidalardan izolasyonu ve identifikasyonu hakkinda bilgilere yer verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Clostridium difficile, Gida kaynakh hastaliklar, Gida mikrobiyolojisi.

Clostridium difficile: Is it a New Food-Borne Pathogen?

Abstract: Clostridium difficile, commonly found in nature, is a nosocomial opportunistic pathogen which causes formation of
various clinical disorders including antibiotic associated diarrhea, fulminant colitis and pseudomembranous colitis. C. difficile
is thought to be responsible for almost all of the pseudomembranous colitis and 15-25% of the antibiotics related diarrhea.
Also it is known that hypervirulent strains generally have high recurrence rate and cause severe infections or even death.
Although there is not enough data that C.difficile infects people by transmition via food, there is a significant increase in
infections caused by C. difficile in recent studies. In addition to this knowledge bacteria have been isolated from various
samples which animal foods, raw or ready to eat foods, vegetables, salads, the waters of sea, lake and river, seafood, soil and
environmental samples. All of these bring to mind a question that C. difficile is whether or not a food-borne pathogen.
Toxigenic characteristics of some strains of C. difficile detected in foods, resistance to antibiotics in various ratios and their
spreading easily properties due to endospores resistant to difficult conditions have further increased the importance of this
bacterium. In this review, the information about general characteristics, pathogenesis, infection sources, risk factors,
presence in food, isolation from food and idendification of C. difficile have been given.

Keywords: Clostridium difficile, Food-borne diseases, Food microbiology.
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GiRiS
lostridium cinsinin blylk ¢cogunlugu biyoyakit

C de dahil

biyotransformasyonlari

dretimi olmak Uzere, vyararl
gerceklestirebilme
kabiliyetine sahiptir. Bazi tirlere (6rn.; Clostridium
sporogenes, Clostridium novyi) ait spor formlarinin
kanser tedavisinde 6nemli bir rol oynadiklari da iddia
bu

Clostridium turleri sebep olduklari hastaliklardan

edilmektedir. Bilinen ozelliklerine ragmen

dolayi insanlar icin genellikle tehlikeli olarak
distnulmektedir (1).

Clostridium difficile, antibiyotige bagli ishallerin
%15-25’inden, psddomembran6z kolitlerin ise
hemen hemen hepsinden sorumlu oldugu dusinilen
ve dogada yaygin olarak bulunan, nozokomiyal
firsatgi bir patojendir (2).

Son on yilda ciddi bir artisin oldugu C. difficile
enfeksiyonlari (CDE) igin risk faktorl olarak bazi
gidalar supheli goriilmektedir. Bu konuda kesin bir
kanit bulunmamakla birlikte gidalarin gergekten
enfeksiyon kaynagi olup olmadigini belirlemek de

oldukga zordur (3).

1. Tarihge ve Taksonomi

ilk olarak 1935 yilinda Hall ve O'Toole tarafindan
saglikh yenidoganlar ile bir yasina kadar olan
bebeklerin diskisindan Gram pozitif, anaerobik ve
sitotoksin Uretebilen bir bakteri izole edilmis, bu
bakterinin kigilk yaslarda barsak florasinin normal
bir Gyesi oldugu bildirilmistir (4). Hall ve O'Toole,
izolasyon ve kiltiriini yaparken karsilastiklar

zorluklari yansitmak icin bakteriye Bacillus difficilis

adint  vermislerdir (5). ilk kez 1978 vyilinda
klindamisinle iliskili  kolite sebep oldugunun
anlasilmasinin ~ ardindan  1989-2002  yillarinda

Amerika Birlesik Devleti’'nde klindamisine direncli C.
difficile’ye bagh 2003-2006

yillarinda ise Kuzey Amerika ve Avrupa’da klinik

salginlar  bildirilmis,

siddeti ve mortalite orani yiiksek, fazla miktarda

toksin dreten ve florokinolonlara direngli C. difficile
susu (BI/NAP1/027) tespit edilmistir (6). C. difficile’in
siniflandiriimasi ise Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology’de su sekilde yapiimistir (7).

Sube: Firmicutes
Sinif: Clostridia
Takim: Clostridiales
Familya: Clostridiaceae
Cins: Clostridium
Tar: C. difficile

2. C. difficile ve Gelisme Ozellikleri

C. difficile, 0.5-1.9 um eninde, 3.0-16.9 um
boyunda, Gram pozitif bir basildir. Bazi suslar 2-6
hicreden olusan zincirler olusturabilmektedirler (7).
Bakteri, hiicresinden daha genis ve bazen terminal,
cogunlukla subterminal yerlesimli spora sahiptir
(4,7). C. difficile, optimum (ireme sicakligi 30-37°C
olan, zorunlu anaerobik bir bakteridir. inkiibasyon
icin %10 CO,, %10 H, ve %80 N,’ye ihtiya¢ duymakta
ve ilk izolasyonda igerisinde kan, serum, yumurta
sarisi, fruktoz bulunan besiyerleri kullaniimaktadir.
Sikloserin sefoksitin fruktoz agar (CCFA) C. difficile

izolasyonunda gok tercih edilen bir besiyeridir (4).

3. Viriilens Faktorleri

C. difficile’in temel virtlens faktorleri olarak, bir
enterotoksin olan toksin A ve bir sitotoksin olan
toksin B bildirilmektedir. Bazi suslari (6rn.; C. difficile
027, 078) ADP-
ribosyltransferase aktivitesine sahip bir toksin olan C.
difficile transferase (CDT) uretilmektedir. Ancak
CDT’nin katki
bilinmemektedir (8). izole edilen C. difficile suslarinin
%75’inin  toksijenik oldugu bildiriimektedir (4).

Toksijenik C. difficile suslari, bilinen toksinlerden en

ribotip ribotip tarafindan

viriilense sagladig tam olarak

az birini Uretmektedirler. Urettikleri toksin gesidine

bagh olarak farkh toksinotipler mevcuttur (Tablo 1).
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Tablo 1. C. difficile’in Toksinotipleri (9).
Table 1. Toxinotypes of C. difficile (9).

Toksinotip Toksin A Toksin B CDT
0, I, 11, X11, XH1, XVHI— XX + + -
=VIL, 1X, XIV, XV, XXI11, XXIV + + +
Vil - + -
X, XVI, XVl - + +
Xl ve bazi PaLoc* negatif suslar - - +

Nontoksijenik suslar

*Paloc: Patojenite lokusu veya adasi olarak bilinen, toksin A ve toksin B’yi kodlayan genom bolgesi.

Toksin A 308 kDa, toksin B ise 270 kDa molekiil
agirhgindadir. Her iki toksin de protein yapisinda
olmakla birlikte asitlere, proteolitik enzimlere ve 1siya
karsi duyarhdir (4). Toksin A, kolon mukozasindaki
reseptorlere tutunmayi saglayarak, mukoza hasari ve
inflamasyona sebep olan mediyatorlerin salinimini
uyarmaktadir. Toksin B ise direkt olarak kolon
mukozasinda hasara yol agmaktadir (6).

C. difficile, olumsuz ¢evre kosullarinda direngli
endosporlar olusturmaktadir. Sporlarin bakterinin
hastane ortaminda yayilmasinda 6nemli bir etken
oldugu dusuntlmektedir (10). Antibiyotik direnci
kazandiran, toksin lretimini arttiran, sporulasyonu
kolaylastiran cesitli mutasyonlar da, C. difficile’in
onemli

gorilme sikhgini ve virlilensini

arttirmaktadir (5).

Olgude

3.1. C. difficile’in Hiperviriilan Suslari

Toksin Uretme kapasitesi yiksek olan suslar
“hipervirtlan susglar” olarak bilinmektedir. Bu suglar
siddetli
enfeksiyonlara ve o6lime sebep olabilmektedirler
(11). C. difficile’in BI/NAP1/027 olarak adlandirilan

hiperviriilan susunun diinyada son yillarda artan CDE

genellikle niks orani  yiiksek olan

salginlari ile iliskili oldugu dusandlmektedir. Bu
suslar, florokinolonlara direncgli olup diger suslara
(6rn.; toksinotip 0 ) gére 16-23 kat daha fazla toksin

Uretme kapasitesine sahiptirler (12).

3.2. C. difficile’in Antibiyotik Direnci

CDE’nin tedavisinde genellikle metronidazol
veya vankomisin kullanilmaktadir (13). Ancak yapilan
bu
antibiyotiklere karsi  direngli  suslarin  varlig
bildirilmistir (14,15). Palaez ve ark. (14), 1999-2000

bazi  c¢alismalarda  tedavide  kullanilan

yillari arasinda topladiklari 415 C. difficile susunun
26’sinda  (%6.3)

saptamiglardir.

metronidazole direng
(15)

Polonya’da disk diffizyon yodntemiyle yaptiklari

karsi

Dworczynski ve ark ise

calismada vankomisine direngli suslar tespit

etmislerdir. Kiyma orneklerinde klindamisin ve
moksifloksasine (16), bazi sebzelerde klindamisine
(17),

eritromisin

salatalarda moksifloksasin,
(18),

sefotaksim, gentamisin, siprofloksasin, norfloksasin

klindamisin,

ve sefotaksime tavuklarda

ve nalidiksik asite (19) direncli suslar izole edilmistir.

4. Enfeksiyon Tablosu ve Patojenitesi

CDE, olabildigi
pseudomembransiz kolit, psddomembrandz kolit ve

asemptomatik gibi

fulminant kolit olmak tzere cesitli klinik tablolarla da
(4,6). Bir kiside CDE
meydana gelebilmesi icin U¢ ana faktdr mevcut

karsimiza ¢ikabilmektedir

olmalidir. ilk olarak hasta, mikroorganizma veya onun
sporlarina maruz kalmis olmali, hastanin barsak
florasi antibiyotik kullanmak suretiyle tahrip edilmis
olmali ve mikroorganizma barsakta belli bir sayiya
ulasarak toksin Gretmelidir (20).

Psodomembrandz kolit olgularinda diskilama
sayisinda artisla birlikte yiksek ates, karin agrisi,
mide bulantisi, kusma goézlenmekte diskida ise bol
(6).

Ps6édomembrandz kolitli hastalarin barsaklarinda da

I6kosit ve eritrosit bulunmaktadir
2-10 mm arasinda degisen beyazimsi-sari renkli
plaklar gbzlenmektedir (4). Hastaligin basinda daginik
ve kiclk olan bu plaklar zamanla birleserek tabaka
seklinde genis bir alani kaplamaktadir. Bu tabaka,
koliti iltihabi

cesitlerinden ayiran ve hastaliga adini veren bir

psddomembranoz diger barsak
yapidir. Tedavi edilmeyen psddomembrandz kolit

olimcil olabilmektedir (21).
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5. Enfeksiyon Kaynaklari

C. difficile igin deniz sedimenti, toprak, kum,
hastane ortami, insan, deve, at, esek, kedi, evcil kus
ve kopeklerin diskilari ile nadiren insan ve hayvan
kanlari kaynak olarak gosterilmektedir (7). C. difficile
saglhk calsanlarinin elleri, tuvalet ve lavobolar,
hastanede kullanilan arag-geregler, endoskopi
ekipmanlari gibi cesitli kaynaklardan izole edilmistir.
Kisiden kisiye bulasma genellikle fekal-oral yolla
olmaktadir (22). Cevresel faktorler iginde ellerin C.
difficile sporlari ile kontaminasyonu, en 06nemli
birlikte

olmasi

heniiz
da

gorilmektedir (23). Bakterinin spor formu isiya

bulasma yolu olmakla tespit

edilememis  kaynaklar muhtemel
dayaniklidir ve insan midesi gibi asidik ortamlarda
difficile

sporlarinin, cesitli dezenfektanlara maruz kaldiktan

canli  kalmayr basarabilmektedir. C

sonra bile hastane ylizeylerinden izole edilebildikleri
bildirilmistir (22).

6. Risk Faktorleri

CDE icin en onemli risk faktéri yogun
antibiyotik  kullanimidir.  Ampisilin, amoksisilin,
sefalosporinler, klindamisin ve fluorokinolonlar

antibiyotikle iligkili CDE sekillenmesinde yiiksek risk
tasimaktadir (24). Kullanilan antibiyotiklere bagh
bir yaris halinde

bulundugu kolon florasinin yapisi bozulmakta, diger

olarak mikroorganizmalarin

anaerobik bakteriler ortamdan uzaklastiriimakta ve
baskin hale gelen C. difficile sporlari vejetatif forma
gecerek toksin Uretmektedir (25).

ileri yas (2 65) grubundaki kisilerde, hastanede
yatmanin ve agir hastaliklara maruz kalmanin CDE
riskini arttirdigi iddia edilmektedir (13). C. difficile’ye
bagh ishale, barsaklarin ameliyat 6ncesi mekanik
temizligi, radyasyon, yogun bakim initesinde kalma,
uzun slire hastanede yatma gibi etkenlerin de sebep
olabilecegi dusinilmektedir (4). Kesin bir kanit
bulunmamakla birlikte CDE igin diger bir risk faktori
ise proton pompa inhibitorlerinin kullanimidir (20).
Ozellikle yiiksek riskli antibiyotik alan hastalarda,
daha dikkatli

kullanilmasinin CDE 6nleme stratejisi acisindan 6nem

proton pompa inhibitérlerinin

arz edecegi belirtiimektedir (26).

7. Gidalarda Varhgi

Her gecen glin diinyanin gesitli Glkelerinden
virllensi yuksek ve antibiyotiklere direngli C. difficile
suslarina bagli yeni hastane salginlari ve yiksek 6lim
oranlar bildirilmektedir (5). Son yillarda toplum ile
iliskili CDE’nin artmasi, gidalarda ve kasaplik etlerde
etkenin tespit edilmesi, hayvanlardan ve insanlardan
izole edilen suglarin benzerligi C. difficile’in gida
kaynakli hastaliga sebep olabilecegini diisiindiren
temel faktorlerdir (3).

Tuketime hazir gidalarda C. difficile, ilk olarak
bombaj yapmis vakum paketli pismis etlerden
tesadifen izole edilmistir (27). Bakri ve ark. (18),
iskocya’da tiiketime hazir salata numunelerinde %7.5
(3/40), Metcalf ve ark. (17), Kanada’da marketlerde
satisa sunulan cesitli sebzelerde (6rn.; havug,
patates, sarimsak, zencefil, pancar, mantar, marul,
yesil sogan, turp, brokoli, kereviz kokleri, salgam,
pancar, kuskonmaz) %4.5 (5/111), Eckert ve ark. (28)
ise Fransa’da tuketime hazir salata ve sebze
numunelerinde %2.9 (3/104) oraninda toksijenik C.
difficile

kontamine olmasinda toprak, glibre, su, isleme

suslari  tespit etmislerdir. Sebzelerin

ortamlari ve insan elleri gibi c¢esitli muhtemel

kaynaklarin  rolleri olabilecegi diistinilmektedir
(3,18). Rodriguez ve ark. (29), Belgika’da bir huzur
evinde domuz sosisi, hardal sosu ve havug

salatasindan olusan tek 6glin yemeginde ripotip 078
C. difficile susu izole etmislerdir. Rahimi ve ark. (30),
iran’da cesitli market ve restoranlarda tiiketime
sunulan  paketlenmemis hazir gida
orneklerinin %1.36’sinda (5/368) C. difficile sporlar

tespit etmislerdir. Esfandiari ve ark. (31), iran’da

yemeye

islem gormis hamburgerler ve hamburger lretim
tesislerinden topladiklari numunelerin %4.2’sinde
(9/211) C. difficile’ye

%28.5’inin toksijenik oldugunu tespit etmislerdir.

rastlamiglar ve suslardan

Metcalf ve ark. (32), Kanada’da marketlerde satilan
deniz Urtnleri ve baliklarda %4.8 oraninda (5/119) C.
difficile tespit etmislerdir. Montazeri ve ark. (33) ise
istridye ve istridyelerin yetistirildigi ortamlardaki atik
sularda toksijenik C. difficile tespit etmislerdir.

bunlara ait et

Ciftlik hayvanlarinda ve

orneklerinde de C. difficile varligini belirlemek
amaciyla pek cok calisma yapilmistir. Rodriguez-

Palacios ve ark. (34), Kanada'da perakende olarak
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satilan toplam 60 kiyma o6rneginin 11'i toksijenik

olmak Uzere 12'sinde (%20) C. difficile tespit
etmiglerdir.  Simango ve Mwakurudza (19),
Zimbabwe’'de  pazarlarda  satilan  tavuklarin
diskilarinin %29’unda ve pazar vyeri toprak
orneklerinin ise %22’sinde C. difficile tespit
etmislerdir. Arastirmacilar bu c¢alisma verileri

Isiginda, sehir pazarlarinda satilan tavuklarin C.
difficile’in insanlara bulasmasinda 6nemli bir kaynak
olabilecegi ihtimalini vurgulamislardir. Weese ve ark.
(35), Kanada’da
numunelerinin %12.8’inde toksijenik C. difficile susu

tiketime  sunulan  tavuk
tespit ederken, Drigo ve ark. (36), et Uretimi igin
yetistirilen tavsanlarda bu orani %66’si (25/38)
toksijenik  olmak %3 olarak (38/1279)
bulmuslardir. Jobstl ve ark. (16), Avusturya’da 100

kiyma ve 50 ¢ig st numunesiyle yaptiklari bir

lzere

calismada yalnizca kiyma érneklerinin 3’tinde (%3) C.
(37),
Hollanda’da marketlerde tiiketime sunulan kuzu et

difficile tespit etmislerdir. Boer ve ark.
orneklerinde %6.3, kanatli et 6rneklerinde ise %2.7

oraninda etken izole etmigler ve toplamdaki
orneklerin %1.6’sin1 C. difficile yoninden pozitif
bulmuslardir. Giiran ve ilhak (38), Tirkiye’de iki ilde
sipermarket ve kasaplarda tiketime sunulan
pargalanmis tavuk érneklerinde 5’i toksijenik olmak
Uzere %8.06 oraninda (25/310) C. difficile tespit
etmisler ve sonuglarin C. difficile’in gida kaynakli bir
patojen oldugunu kanitlayacak kadar kuvvetli bir
kanit teskil etmedigini fakat tavuk etinde toksijenik C.
difficile’in varliginin insanlar igin bir risk anlami
ifade

etmislerdir. Rahimi ve ark. (39), iran’da sigir, inek,

tasidiginin  gozardi edilmemesi gerektigini
koyun, kegi, deve ve mandaya ait ¢ig et érneklerinin
%2’sinde (13/660) C. difficile varligini

etmislerdir. Songer ve ark. (40) ise Arizona’da pismis

tespit

ve pismemis et Urlinlerinde %42 oraninda toksijenik
C. difficile suslari tespit etmislerdir.

8. Gidalardan izolasyonu ve identifikasyonu

C. difficile’yi gidalardan izole ederken genellikle
selektif bir zenginlestirme ortami kullaniimakta
sonrasinda ise secici besiyerinde lreyen kolonilerle

identifikasyon ve dogrulama yapilmaktadir.

8.1. Zenginlestirme Ortamlari ve Prosediirii

Gida 6rneklerinden C. difficile izolasyonunda en

uygun zenginlestirme ortaminin hangisi oldugunu

belirlemek amaciyla arastirmacilar  besiyerleri
arasinda karsilastirma yapmuslardir. Jébstl ve ark.
(16), kiyma ve st 6rneklerinden C. difficile’yi izole
dort  farkh

reinforced

kullandiklari
zenginlestirme (differential
clostridial medium (DRCM), tryptone soy broth (TSB),

edebilmek amaciyla

besiyeri

thioglycolate broth (TG) ve C. difficile moxalactam
norfloxacin (CDMN) broth) igerisinde en iyi sonucu
%0.1 sodyum taurokolat ve TWEEN 80 ilave edilerek
CDMN  brothtan ifade
etmislerdir. Songer ve ark. (40), zenginlestirme
besiyeri olarak %0.5 maya ekstrakti, %0.05 DL-sistein
ve %0.1 taurokolat igeren brain heart infusion (BHI)
broth kullanmislardir. Weese ve ark. (35), %0.1
sodyum taurokolat iceren CDMN broth kullanmislar
bu

kontaminasyon

hazirlanmis aldiklarini

ve zenginlestirme  metodunun  disik

oranina  sahip  numunelerde
izolasyon sansini arttirdigini gézlemlemislerdir. Boer
ve ark. (37), proteoz pepton, disodyum hidrojen
fosfat, potasyum dihidrojen fosfat, magnezyum
silfat, sodyum kloriir, fruktoz, sodyum taurokolat, at
kanive C. difficile selektif supplement iceren bir broth
Selektif
anaerobik kosullarda ve 37°C’'de inkiibe edilmektedir.

Selektif sivi

kullanmiglardir. zenginlestirme besiyeri

besiyerinde yapilan zenginlestirme
asamasindan sonra sporsuz bakterileri elimine etmek
amaciyla alkol soku uygulanmaktadir. Bu amagla
zenginlestirme kiltlrd 1:1 oraninda %96’lik etanol ile
karistirilip oda sicakliginda bir saat inkiibe edildikten
sonra santrifiijlenerek elde edilen peletten selektif

kati besiyerine ekim yapilmaktadir (35).

8.2. Kati Besiyerleri

C. difficile’in gidalardan izolasyonu amaciyla
¢ogunlukla CDMN selective supplement ve %6 at kani
ilave edilerek hazirlanmis olan Fastidious anaerobe
agar (19), Taurocholate cycloserine cefoxitin fructose
agar (TCCFA) (40), Colombia kanl agar (32) ve CDMN
agar (16,34,35,37) kullanilmaktadir. Ekim yapilan
besiyerlerinin inkiibasyonu anaerobik sartlarda ve
genellikle 37°C'de 48-72 saat siireyle yapilmaktadir
(35).

8.3. identifikasyon ve Dogrulama

C. difficile,
karakteristik

ilk olarak koloni morfolojisi,

kokusu ve pozitif L-prolin

393



Clostridium difficile: Y...

Alatas ve Giiner

aminopeptidaz aktivitesi ile tanimlanmaktadir (17).

Koloni morfolojisi, deneyimsiz kisiler i¢in, yeterince

tanimlanmasi icin kullanilan az sayidaki biyokimyasal

testten biridir. C. difficile’den baska bu enzimi lGreten

ayirt edici olmamakla birlikte kolonilerin kokusu fil ya diger Clostridium tirlerinin  bir kismi CCFA’da
da at glibresine benzetiimektedir (41). Selektif gelisememekte, bir kismi ise koloni morfolojisi
besiyerlerinde C. difficile’in tirozin metabolizmasi yoniinden farkhlik géstermektedir (44). C. difficile’in
sonucu p-cresol Uretmesi ile olusan bu tipik koku identifikasyonunda  biyokimyasal ozellikler de
identifikasyon agisindan 6nemlidir (42,43). L-prolin- oldukga 6nemlidir (Tablo 2).

aminopeptidaz aktivite testi de C. difficile
Tablo 2. C. difficile’in Bazi Onemli Biyokimyasal Reaksiyonlari (7).
Table 2. Some Important Biochemical Reactions of C. difficile (7).

Ozellikler Sonug

indol tretimi -

Lesitinaz Uretimi -

Lipaz Uretimi -

Eskdilin hidrolizi +

Nisasta hidrolizi -

Nitrat rediksiyonu -

Kullandigi ve/veya kullanarak asit olusturdugu substratlar

Amigdalin - Laktoz - Riboz -

Arabinoz - Maltoz - Salisin w

Sellobiyoz w Mannitol +/- Sorbitol w

Fruktoz + Mannoz +/- Nisasta -

Galaktoz - Melezitoz d Suikroz -

Glikojen - Melibiyoz - Trehaloz w

inositol - Rafinoz - Ksiloz w

indlin - Ramnoz - Sit reaksiyonu -

Amigdalin - Laktoz - Riboz -

+: C. difficile suglarinin % 90-100{i pozitif reaksiyon, -: suglarin % 90-100U negatif, +/-:

Selektif besiyerlerine egg-yolk ilavesi lesitinaz
aktivitesine sahip olmayan C. difficile’yi lesitinaz
pozitif Clostridium turlerinden (6rn.; C. perfringens,
C. bifermantans) ayirmak igin kullanilmakta olan
o6nemli bir ayrintidir (41). Uygun besiyerinde gelisen
C. difficile kolonileri 365 nm dalga boyunda UV-
Isiginda
gostermektedirler (16,19).

yesilimsi sarl floresan ozellik

SONUC

C. difficile’ye baglh ishal vakalarinin, oldukca
fazla sayida karsimiza ¢iktigi giiniimizde, C. difficile’in
ciftlik hayvanlarinin gastrointestinal sisteminden
baska cesitli kaynaklardan (6rn.; toprak, sular ve
cesitli gidalar) da tespit edildigi bilinmektedir.

C. difficile’in gidalardan insanlara bulasmasi ile
ilgili kesin bir bilgi olmamakla birlikte C. difficile
sporlarinin hayvanin kas ve diger dokularina kesim

sonrasinda fekal ve ¢evresel kontaminasyon sonucu

suslarin % 61-89’u pozitif reaksiyon, d: suslarin % 40-60"1 pozitif reaksiyon, w: zayif.

bulagmasi, gida uretim sireci boyunca da canliligini
korumasi hayvansal gidalarin enfeksiyon kaynagi
olabilecegini dusindurmektedir. C. difficile’in ¢ig
sebze ve salatalardan, topraktan ve c¢evresel
numunelerden de izole edilmesi, ¢evrede yaygin
olarak bulundugunu gostermekte ve enfeksiyonun
yayllmasinda gidalarin  kaynak olusturabilecegi
ihtimalini arttirmaktadir.

Sonug olarak, C. difficile’in gidalar vasitasiyla
bulagma ihtimali etken ve toksinlerinin gida
ortamlarinda varliklarinin belirlenmesi, gidalardan
izole edilen suslarla, klinik suslarin benzerliklerinin
ortaya konulmasi ve bu konuda alinmasi gereken
tedbirlerin arastiriimasina yonelik yapilacak bilimsel

¢alismalar sonucunda daha iyi anlasilacaktir.
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Fakiiltesi’nin hakemli bilimsel yaymn organi olup, Nisan, Ekim ve Aralik aylarinda olmak

iizere yilda 3 kez yayimlanir. Derginin kisaltilmis ismi “Atatiirk Universitesi Vet. Bil. Derg.”
dir.

2. Bu dergide, Tiirkce veya Ingilizce dillerinden birinde hazirlanmis ve daha dnce baska bir
dergide yayinlanmamis veya baska bir dergiye eszamanli olarak sunulmamis Temel Veteriner
Bilimleri (Anatomi, Biyokimya, Fizyoloji, Histoloji, Mesleki Etik ve Deontoloji), Klinik
Oncesi Veteriner Bilimleri (Farmakoloji ve Toksikoloji, Mikrobiyoloji, Parazitoloji, Patoloji,
Viroloji), Klinik Veteriner Bilimleri (i¢ Hastaliklari, Cerrahi, Dogum ve Jinekoloji, Dlerme
ve Suni Tohumlama), Zootekni ve Hayvan Besleme Bilimleri (Biyoistatistik, Genetik,
Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklari, Hayvancilik Isletme Ekonomisi, Zootekni),
Hayvansal Orjinli Gida Hijyeni ve Teknolojisi, Egzotik Hayvanlar Bilimi ve Laboratuvar
Hayvanlar1 Bilimi alanlarinda hazirlanmis orijinal arastirma makalesi, olgu sunumu ve davetli
veya editoriin onay1 alinmis derlemeler yayimlanur.

3. Atatiirk Universitesi Veteriner Bilimleri Dergisi'ne yayimlanmasi amaciyla gonderilen
makale ile ilgili olarak; yazarlar gerekli olan (klinik, deneysel ¢aligmalar vb.) etik kurulu
onayl aldiklart kurum ve onay numarasini makalenin Materyal ve Metot kismina
yazmalidirlar. Yayin kurulu eger isterse etik kurul onay belgesini isteyebilir.

4. Yazarlar, bagka kaynaklardan alinan ve kullanilan materyal ile ilgili telif hakk: sartlarina
uymak ve telif hakkinin dergiye devrini ifade eden sdzlesmeyi imzalamakla yiikiimliidiirler.
Dergide yer alan yazilardan dogacak her tiirlii sorumluluk yazar(lar)ina aittir.

5. T.C. Gida Tarmm ve Hayvancilik Bakanligi’nca belirtilen “Ihbari Mecburi Hastaliklar” ile
ilgili makalelerin degerlendirmeye alinabilmesi i¢in T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanligi’ndan alinmis izin yazisinin Dergi Editorliigiine sunulmasi zorunludur.

6. Makaleler degerlendirme i¢in en az iki hakeme gonderilir. Makalenin yayma kabuli,
hakemlerin ve dergi editorliigiiniin kararina baghdir.

7. Sorumlu yazar Atatiirk Universitesi Veteriner Bilimleri Dergisine yayimlanmak iizere
gonderecegi makale ile birlikte “Makale Kontrol Formu”nu da géndermek zorundadir.

8. Atatiirk Universitesi Veteriner Bilimleri Dergisi’ ne gonderilen makalelerde, makale
degerlendirme siireci bagladigi andan itibaren, makalede yazar ismi degisikligi ve isim
siralamasi degisikligi yapilmaz.

9. Atatiirk Universitesi Veteriner Bilimleri Dergisi Editorliigiine ulasan makale ve makale
kontrol formu, dergi editorliiglince On degerlendirmeye tabi tutulur. Editorlik, o6n
degerlendirme sonucuna goére makaleyi reddetme veya hakem degerlendirmesine tabi
tutmadan once diizeltme isteme hakkina sahiptir.



MAKALENIN HAZIRLANMASI

1. Makaleler, A4 dosya kagidina (tek yliz), ¢ift satir aralikli olarak, kenarlarindan 3 cm bosluk
birakarak yazilmali, sekil, tablolar ve kaynaklarda dahil olmak iizere sayfa sayisi orijinal
bilimsel arastirmalarda ve derlemelerde 16, olgu sunumu gibi kisa bilimsel ¢alismalarda ise 5
sayfay1 gegmemelidir.

2. Makale, Microsoft Word 6.0 veya daha iist versiyonda, Calibri karakterinde ve 12 punto ile
hazirlanmalidir.

3. Makaleye satir numaralar1 (makalenin 2. sayfasindan baslamak iizere siirekli olacak
sekilde) ve sayfa numaralar1 (sayfa altinda ve ortal1) eklenmelidir.

4. Makale ile ilgili aciklayici bilgiler (tez, proje, vb.) makale basliginin sonuna iist simge
olarak * isareti konulup makale baglig: altinda italik yaziyla agiklanmalidir.

5. Arastirmaya konu olan maddelerin ve iiriinlerin ticari adlar1 kullanilmamalidir.

Orijinal Bilimsel Arastirma Makaleleri I¢in:

Birinci Sayfa: makalenin birinci sayfasi baslik, yazar isimleri ve adresleri, yazarlarin e-posta
adresleri, sorumlu yazar iletisim bilgileri ve eger varsa makale ile ilgili agiklayici bilgiden
olusmalidir.

Baslik: Tiirkce ve Ingilizce basliklar sadece ilk harfleri biiyiik olacak sekilde yazilmalidir.
Makalenin dili Tiirkge ise 6nce Tiirkge sonra Ingilizce baslik, makalenin dili ingilizce ise
once Ingilizce sonra Tiirkge baslik yazilmalidir.

Yazar Isimleri ve Adresleri: Yazar(lar)’m adi ve soyadinin (akademik iinvansiz) sadece bas
harfleri biiyiik ve basligin altina ortali gelecek sekilde yazilmalidir. Sorumlu yazar (*) ile
isaretlenmeli, yazarlarin isminin sag lst kosesine sayr eklenmeli ve bu sayilar adresler
boliimiinde kullanilmalidir. Yazarlarm adresinde; bagl oldugu kurum, birim, sehir ve Ulke
belirtilmelidir.

Yazarlarin e-posta Adresleri: makalede ismi bulunan tiim yazarlarin ismi ve e-posta adresleri
yazilmalidir.

Sorumlu Yazar iletisim Bilgileri: Makalenin sorumlu yazarina ait isim-soyisim, e-posta,
adres, telefon, GSM ve fax numaralarini igeren bilgiler yazilmalidir.

Makale ile Tlgili Aciklayic1 Bilgi: Eger varsa makale ile ilgili agiklayic1 bilgiler (tez, proje
vb.) birinci sayfanin sonunda italik yaziyla agiklanmalidir.

Ikinci Sayfa: Makalenin ikinci sayfasi Tiirkge 6zet ve anahtar kelimeler ile Ingilizce 6zet ve
anahtar kelimeleri igermelidir. Makale yazim dili Tiirk¢e ise oncelikli olarak Tiirkge 6zet ve
anahtar kelimeler; eger makale yazim dili Ingilizce ise oncelikli olarak Ingilizce &zet ve
anahtar kelimeler sunulmalidir.



Ozet: Kisaca amag, materyal, metot, bulgular ve sonuglar1 igermelidir. Ozetlerde kullanilacak
kelime say1s1 170-200 kelime arasinda olmalidir ve tek satir araliklarla yazilmalidir.

Anahtar kelimeler: Anahtar kelimeler “Tiirkiye Bilimleri Terimleri” nden segilmelidir
(http://www.bilimterimleri.com/tr-index.html). En fazla 5 adet olmalidir. Tirk¢e anahtar
kelimeler Tiirkce’ye gore, Ingilizce anahtar kelimler Ingilizce’ye gore alfabetik olarak
siralanmalidir. Her anahtar kelime arasina (,) isareti konulup, sonuncu anahtar kelimeden
sonrada (.) isareti konulmalidir.

Uciincii Sayfa: Makale iiciincii sayfadan itibaren “GIRIS”, “MATERYAL ve METOT”,
“BULGULAR”, “TARTISMA ve SONUC” ve “KAYNAKLAR” bolimleri halinde
tamamlanmalidir. Bulgular ve tartisma birlikte verilebilir. Gerekli oldugu takdirde, tesekkiir
de eklenebilir. Boliim basliklar1 biiyiik harflerle yazilmalidir. Béliimlere ait alt basliklar yalniz
ilk harfleri biiyiik olacak sekilde yazilmalidir. Tiim basliklar koyu tonda ve 12 punto ile
satirbas1 hizasinda yazilmalidir.

Istatistiksel Analiz bilgileri: makalenin MATERYAL ve METOT boliimiiniin sonunda
“Istatistiksel Analiz” bashig1 altinda verilmelidir.

Birimler ve Kisaltmalar: Her bir kisaltmanin acilimi metinde ilk gectigi yerde verilmelidir.
Birimler ve dlgiilerde Uluslar Arasi1 Standart birimleri (SI-sistem) kullanilmalidir. Cins ve tiir
isimleri italik olarak yazilmalidir. Makale igerisinde kullanilan rakamsal ve istatistiki
verilerde nokta kullanilmalidir (6rnek: 44.5; 0.82; % 97.7; P<0.01 vb.).

Tablo ve Sekiller: Tablo ve Sekiller ana dokiimandan ayr1 olarak gonderilmelidir. Tablolar
Dikey sayfa olanlar genislik 7 cm’ye sigacak sekilde en fazla 35 satir, yatay sayfaya 15 cm’ye
sigacak sekilde en fazla 25 satir olmalidir. Sekiller bulanik olmayacak sekilde, jpeg, tiff, bmp
veya gif formatinda ve en az 150 dpi ¢Ozlniirliikte hazirlanmali, sekil {izerine yazilan yazilar
ve isaretlemeler ayni sekilde resim isleme programlarinda (Photoshop, paint vs.) “Calibri”
fontu ile 12 puntoyu gegcmemesi gerekmektedir. Grafikler resim formatinda degil doc, docx,
xIs veya xlsx formatinda hazirlanmalidir. Sekil, grafik, fotograf ve resimler basliklarda ve

metin icerisinde Sekil olarak ifade edilmelidir. Sekil ve tablolar metin igerisindeki sirasina
gdre numaralandirilmali ve metin igerisinde kisaltilmadan yazilmalidir (Orn; Sekil 1, Tablo
1). Tablo ve sekillerin baslik ve aciklamalari hem Tiirkce hemde Ingilizce olarak
eklenmelidir. Tablo ve sekillerde kullanilan her tiirlii kisaltma tablo ve sekil altinda
aciklanmalidir.

Sonug: Makaleye ait elde edilen/varilan sonug, “TARTISMA ve SONUC” kisminin sonunda
“sonug olarak...“ ifadesiyle baslayan tek bir paragrafla belirtilmelidir.

Olgu Sunumlari I¢in:
Birinci ve ikinci sayfalar orijinal bilimsel aragtirma makaleleri kisminda anlatildig1 sekilde
hazirlanmalidir. Ozetlerde kullanilacak kelime sayisi 120°den daha az olmamali ve tek satir
araliklarla yazilmalidir.



Uciincii sayfadan itibaren “GIRIS”, “OLGU SUNUMU” (olgu sunumu bashg altinda
materyal, metot ve bulgulardan bahsedilmelidir) “TARTISMA ve SONUC” ve
“KAYNAKLAR” seklinde tamamlanmalidir.

Olgu sunumu icerisinde eger varsa Istatistiksel analiz bilgileri, birimler ve kisaltmalar, tablo
ve sekiller bilimsel arastirma makaleleri kisminda anlatildig: sekilde sunulmalidir.

Olgu sunumuna ait elde edilen/varilan sonug, “TARTISMA ve SONUC” kisminin sonunda
“sonug olarak...* ifadesiyle baslayan tek bir paragrafla belirtilmelidir.

Derlemeler Icin:

Birinci ve ikinci sayfalar orijinal bilimsel arastirma makaleleri kisminda anlatildigi sekilde
hazirlanmalidir. Derlemeler icin hazirlanan 6zet derlemenin konusu hakkinda bilgi ve
derlemenin amacindan olusmalidir. Ozetlerde kullanilacak kelime sayis1 170-200 arasinda
olmalidir ve tek satir araliklarla yazilmalidir.

Derleme iiciincii sayfadan itibaren GIRIS ile baslamali, yazar/lar tarafindan belirlenecek ara
basliklarla devam etmeli, SONUC ve KAYNAKLAR ile tamamlanmalidir.

Derleme igerisinde eger varsa birimler ve kisaltmalar, tablo ve sekiller bilimsel arastirma
makaleleri kisminda anlatildig1 sekilde sunulmalidir.

Derlemeye ait sonug, KAYNAKLAR boélimiinden hemen 6nce SONUC bashig altinda
belirtilmelidir.

Atatiirk Universitesi Veteriner Bilimleri Dergisi’ne yayimlanmak iizere gonderilen
derlemenin sorumlu yazarinin derlemenin konusu ile ilgili en az 3 (ii¢) adet makalesinin
olmasi gerekmektedir. Sorumlu yazar, derlemesini gonderirken konu ile ilgili makalelerinin
de kiinye bilgilerini dergi editorliigline gondermelidir (makale kiinyeleri, makale metninin en
son sayfasinda sunulmalidir)

Kaynaklar

Kullanilan kaynak sayisi1 olgu sunumlari i¢in 10°dan az, arastirma makaleleri i¢in 20’den az
ve tiim makale tiirleri i¢in 45’den fazla olmamalidir.

Makale tiirli ne olursa olsun (orijinal arastirma makalesi, olgu sunumu, derleme) kullanilan
kaynaklarin (makalenin gonderildigi y1l baz alinarak) en az ligte birlik kism1 son 3 yila ait
olmalidir.

Makale tiirii ne olursa olsun (orijinal arastirma makalesi, olgu sunumu, derleme) kaynaklar
asagida belirtildigi sekilde sunulmalidir:

Metin icerisinde:
Metin igerisinde kaynaklara 1’den baslamak iizere numara verilmelidir ve bu
numaralar (1), (1,2), (1,4-7,13) seklinde parantez icerisinde belirtilmelidir. Yazar isminin




kullanilacagi yerlerde ise yazarin soyadi ve parantez igerisinde kaynagin numarasi Aktas (22),
Aktas ve ark. (13) 6rneklerinde oldugu gibi yazilmalidir.

Kaynaklar Boliimiinde:

Metin igerisinde numaralandirilan kaynaklar, makalenin kaynaklar boliimiinde numaralarina
gore siralandirilmalidir.

Kaynak verilen bilimsel dergilerin isimlerinin yazilmasinda derginin isminin kisaltmasi
kullanilmalidir.

Kaynak makale ise; Barbour AH., Rampling A., Hormaeche CE., 2001. Variation in the
infectivity of Listeria monocytogenes isolates following intragastric inoculation of mice.
Infect Immun, 69, 4657-4660.

Kaynak kitap ise; Lawrie RA., 2002. Lawrie Meat Science. 6th ed., 330-335, Woodhead
Publication, Cambridge.

Kaynak kitapta bir bolim ise; Mark E., 1989. Thyroid diseases. In “Textbook of Veterinary
Internal Medicine”, Ed., SJ Ettinger, 6th ed., 230-250, W.B. Sounders Company,
Philadelphia.

Kaynak bir tez ise; Aktas MS., 2005. Kopeklerde antibiyotiklerin neden oldugu ishallerde
probiyotiklerden Saccharomycess boulardii’nin etkisi. Ankara Universitesi, Saglik Bilimleri
Enstitiisti, Tirkiye.

Kaynak bir kurulusun yayini ise; FAWC, 1991. Report on the european commission proposals
on the transport of animals. London, MAFF Publication.

Kaynak bir yazilim ise; SAS, 1990. SAS user’s guide: Statistics, 4th ed., Sas Institute, Cary.
Web tabanli kaynaklar kullanilmamalidir.

MAKALENIN GONDERILMESI
Makale online sistem (http://dergipark.gov.tr/ataunivbd) araciligiyla dergi editorliigiine
gonderilmelidir.

DERGI BASKISI

Kabul edilen ¢alismalar iicretsiz basilacaktir.
Yazarlara ayr1 baski gonderilmeyecektir.
Sorumlu yazara makalenin basildig1 sayidan bir 6rnek licretsiz olarak gonderilir.
2018 yilindan itibaren, derginin baskis1 siyah-beyaz olarak yapilacaktir. Makalelerinde renkli
resim/figlir/sekil bulunan yazarlar, renkli baski istemeleri halinde, gerekli iicreti 6demeleri
halinde bu istekleri yerine getirilecektir.

Bu yazim kurallari, Atatiirk Universitesi Veteriner Bilimleri Dergisi Yaym Kurulu
tarafindan revize edilmistir. 01.01.2018 tarihinden sonra gonderilecek makaleler bu
kurallara tabidir.



INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

1. Atatiirk University Journal of Veterinary Sciences is a refereed scientific publication organ
of Atatiirk University Faculty of Veterinary Sciences and is published tri-annually in April,
October and December. The abbreviation of the journal’s title is “Atatiirk University J. Vet.
Sci.”.

2. Original research papers, case reports and invited or Editor-approved reviews to be
submitted should be prepared either in Turkish or in English, must not be published elsewhere
or submitted concomitantly to any other journal, within the scope of Veterinary Medicine and
relevant Departments, i.e. Basic Veterinary Sciences (Anatomy, Biochemistry, Physiology,
Histology, Occupational/Professional Ethics and Deontology), Preclinical Veterinary Sciences
(Pharmacology and Toxicology, Microbiology, Parasitology, Pathology, Virology), Clinical
Veterinary Sciences (Surgery, Internal Medicine, Obstetrics and Gynecology, Reproduction
and Artificial Insemination), Animal Science and Nutritional Sciences (Biostatistics,
Genetics, Animal Nutrition and Nutritional Disorders, Animal Enterprises Economy, Animal
Science), Animal-Originated Food Hygiene and Technology, with, exotic animal science and
laboratory animals, are published in this journal.

3. Ethics committee approval (clinical, experimental, etc.), institution, and approval number
are required for the article sent to Atatiirk University Journal of Veterinary Sciences for
publication must be specified in the Material and Method section of the article. The editorial
board may also request an ethics committee approval document when deemed necessary.

4. Authors are responsible for complying with the copyright conditions related with the
material cited (taken) from other resources or used and signing the agreement contract
declaring transfer of the copyright to the journal. The full responsibility of the texts to be
appeared within the journal belongs to the author(s).

5. Manuscripts to be considered are sent to the two referees at least. Acceptance of the
manuscripts depends on both suggestion of the referees and final decision of the Editorial
Board.

6. The responsible author has to send the "Article Check List" along with the article to be sent
to Atatiirk University Journal of Veterinary Sciences for publication.

7. We will not be able to make any changes to the author names (adding/removing authors,
change of order of authors) at the article send to Atatlirk University Journal of Veterinary
Science from the moment the paper evaluated process begins

8. Article and article check list reaching Atatiirk University Journal of Veterinary Sciences
Editor is subject to preliminary evaluation by a journal editor. The editorial has the right to
refuse the article according to the preliminary evaluation result or to request a correction
before subjecting it to the referee evaluation.



MANUSCRIPT PREPARATION

1. Manuscripts should be written in A4-sized paper (one-sided), double-spaced, with 3 cm
space from the margins of the paper and should not exceed 16 pages for original scientific
researches and reviews or 5 pages for short scientific studies such as case reports.

2. Manuscript should be prepared using Microsoft Word 6.0 or upper versions, in Calibri
characters with 12 point typing size.

3. Line numbers (be started from the 2" page onwards) and page numbers (at the middle of
the bottom of the page) should be given in the manuscript.

4. Details (thesis, project, etc.) related with the manuscripts should be given at the end of the
title of the manuscript with the sign of superscript (*) with further explanation below the title
in italic format.

5. Trademarks of substances (materials) and products of the subject of the study should not be
used.

For Research Articles:

First page: The first page of the manuscript should contain title, authors’ name-surname and
addresses, e-mail addresses of the authors, corresponding authors’ explanatory details related
with the manuscripts, if any.

Title: Titles in Turkish and English should be written in small letters with only the first letter
to be in capital. In case of the Turkish language of the main text, firstly titles in Turkish then
in English should be given, while the opposite should be given for manuscripts written in
English.

Names of authors and addresses: The first letters of name and surnames (without academic
titles) of author(s) should be written in capital and aligned at the middle below the title.
Corresponding author (*) should be pointed, a value should be added as a superscript at the
right and these values should be used in the section of addresses. In that section, the
body/authority, unit/department, city and country of the authors should be described.

E-mail addresses of the authors: All the names and e-mail addresses of authors mentioned
within the manuscript should be written.

Contact details of the corresponding author: The name-surname, e-mail, address, phone,
mobile and fax numbers of the corresponding author should be written.

Explanatory details of the manuscripts: If any, the explanatory details (thesis, project, etc.)
should be written in italic letters at the end of the first page.

Second page: The second page of the manuscript should contain summary in Turkish and
English with key words each. If the language of the main text is in Turkish, the summary and



the key words should first be in Turkish while the opposite should be given for those
manuscripts written in English.

Summary: Briefly, it should contain the aim, material, method, results and conclusions. The
number of word to be used should be between 170-200 words and be written in single-space.

Key words: The number should be 5 at maximum in the alphabetic order of the language used
either in Turkish or in English. Between each of the words, a comma (,) sign should be put
while a full stop (.) sign should be put at the end of the last one.

Third page: From this page onwards, the manuscript should continue with the sections of
INTRODUCTION, MATERIALS and METHODS, RESULTS, DISCUSSION and
CONCLUSION and REFERENCES in the following order. The sections of results and
discussion may be given together. A section of acknowledgement may also be added, if
needed. Section titles should be written in capital letters. Sub-headings of the sections should
be written with the first letters in capital only and aligned with the beginning of paragraph. All
the headings should be written in black 12-point typing-size and aligned with the beginning of
paragraph.

Data from Statistical analyses: This section should be given at the end of MATERIALS and
METHODS section and under the title of “Statistical Analysis”.

Units and Abbreviations: The meaning of each abbreviation should be given where it appears
first. For units and measurements, International Standard units (SI-system) should be used.
The names of genus (breeds) and species should be written in italic style. For numerical and
statistical values, full stop (.) sign should be used (e.g. 44.5; 0.82; 97.7 %; P<0.01, etc.).

Tables and Figures: Figures, graphics, photos and pictures/plates within the headings and text
should all be given as Figure. Figures and tables should be numbered according to their orders
within the text and written without any abbreviation within the paragraph (e.g. Figure 1, Table
1). Tables and figures should be placed into the sections appropriately, and their headings and
explanations should also be included in Turkish and English. All types of abbreviations used
within tables and figures should be explained below them.
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