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Kangal Képeklerinde Trachea’nin Bilgisayarli Tomografi ile U¢ Boyutlu

Degerlendirilmesi

Omer ATALAR'*, Mustafa KOG?, Zait Ender OZKAN?, Saime Betiil BAYGELDI*,
Yesim ASLAN KANMAZ!

1Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali, Elazig, Tiirkiye.
2Frat Universitesi Tip Fakiiltesi Radyoloji Anabilim Dali, Elazig, Tiirkiye.

Gelis Tarihi: 16.04.2018 Kabul Tarihi: 25.11.2018

Ozet: Bu arastirma; Kangal kopeklerinde ilk kez bilgisayarli tomografik goriintiler kullanilarak trachea’nin ayrintili
anatomisini elde etmek amaciyla gergeklestirilmistir. Calismada 5 erkek ve 5 disi olmak Uzere toplam 10 eriskin Kangal
kopegi kullanilmistir. Multidedektor bilgisayarli tomografi (MDBT) cihazindan elde edilen goruntiler, Gg boyutlu (3D)
modelleme yazilmi (VITAL, Vitrea 2,HP XW 6400) ile trachea’nin U¢ boyutlu yeniden yapilandiriimasinda kullaniimistir.
Trachea’nin ol¢iimleri; hem pars cervicalis hem de pars thoracalis bolgelerinde; cranial ve caudal noktalar belirlenerek
yapiimigtir. Trachea’nin 4 noktasindan alinan transversal ve vertical ¢ap 6lgimleri, bu gaplarin birbirlerine orani (T/V) ile
kesitsel limen alanlar (crosssectional area CSA), BT (Bilgisayarli tomografi) tarayici yazilimi ile 6lgilmustir. Erkekler ve
disiler arasinda onemli bir istatistiksel fark bulunmamistir. Trachea’nin baslangic ve bitis kisimlarinda gaplarin arttigi
gozlenmistir. Transversal c¢aplarin bitiin 6lgim noktalarinda vertical ¢aplardan daha yiksek degerlerde oldugu tespit
edilmistir. U¢ boyutlu modelleme ile trachea’nin dorsoventral basik ve tam olmayan elipsoid seklinde oldugu ortaya
konmustur. Arastirmanin ilk kez yapilmis olmasi sebebiyle, anatomi alanindaki benzer galismalara kaynak teskil edebilecegi
distniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kangal képedi, Ug boyutlu gériintii, Trachea, Bilgisayarli tomografi.

Three Dimensional Evoluation of Trachea with Computed Tomography in The Kangal Dogs

Abstract: This study was conducted to obtain a detailed anatomy of the trachea in Kangal dogs, for the first time using
computerized tomographic images. In this study, 5 male and 5 female total 10 adult Kangal dogs were used. The images
obtained from a multidetector computerized tomography device (MDBT) were used for 3D reconstruction of the trachea
with the 3D modelling software (VITAL, Vitrea 2, HPXW 6400). The measurements of the trachea were made from the
cranial and caudal points determined at the cervical and thoracal regions. Transversal and vertical diameters of the trachea
taken from 4 different points , the ratio of these diameters (T/V) and cross sectional areas (CSA) , were measured by CT
(computer tomography) scanner software. A significant statistical difference was not found between males and females. An
increase in the diameter of the trachea at the beginning and terminal parts was observed. It was found that the transversal
diameters were greater than the vertical diameters at all measuring points. In the 3D modelling, trachea has been found to
be dorsoventrally flat with an incomplete elipsoid form. It is thought that this work, which was first made in Kangal dogs,
may be a source for similar work in the anatomy.

Keywords: Computer tomography, Kangal dogs, Three dimensional image, Trachea.

Giris

Tirkiye'nin 6zel bir irki olan Kangal kdpekleri,
¢oban kopegi olarak oldukg¢a degerli bir irktir.
Uzerinde pek fazla anatomik calisma yapma imkani
bulunamayan bu koépeklerin, ortalama boylari
disilerde 72-77 cm, erkeklerde 77-86 cm, kilolari ise
disilerde 41-54, erkeklerde 50-66 kg civarindadir. Bu
ozel irkin anatomisinin detaylandiriimasinda en hizli,
giivenli ve dogru metod bilgisayarli tomografi ve 3
boyutlu modelleme olarak ifade edilmektedir
(Atalar ve ark., 2017; Yilmaz, 2017).

Solunum sisteminin ¢ok 6nemli bir unsuru olan
trachea, hayvan tirlerine gore anatomik yapisi
itibari ile farkliliklar géstermektedir (Dursun, 1996).
Kopeklerde de farkh irk gruplarinda, trachea’da yapi
degisiklikleri  bildirilmektedir ~ (Evans,  1993).

Brachycephalic (kisa bash) tlrlerin nispeten dar
trachea’ya sahip oldugu radiografik olarak
kanitlanmistir, fakat Dachshund ve Basset Hound'lar
daha genis bir trachea’ya sahiptir (Dyce ve ark.,
2018). Tar ve rklar arasindaki bu anatomik
varyanslarin; daha ziyade cartilago trachealis’lerin
sayisi, sekilleri ve trachea lumen kesit alanlarinda
gozlemlendigi ifade edilmektedir (Dursun, 1996;
Getty, 1975; Nickel, 1979). Teknolojik gelismeler
bilgisayarh  tomografi ve 3D modellerinin
gelistiriimesinde de firsatlar  olusturmaktadir.
Trachea’nin Gg¢ boyutlu bilgisayarl tomografi (3DBT)
gorlntileri; bu organin patolojik kosullarinin tespiti
ve anatomik yapisinin daha dogru tanimlanmasi igin
onemlidir. Son zamanlarda birgok alanda oldugu gibi
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veteriner hekimlikte bilgisayarh tomografi
gorantuleri  sikga  kullanilmaktadir.  Kopeklerde
trachea’nin bilgisayarli tomografisi Gizerinde yapilan
calismalarda,  anlasildig GUzere  her rkin
trachea’sinda hem anatomik vyapinin hemde
Olgimlerin farkh oldugu gorilmuistir (Dallman ve
Brown, 1984; Kara ve ark., 2001). Kopeklerin
trachea’larinda yapilan arastirmalarda; kongenital
stenoz (Burk ve Ackerman, 1996), timor (Brovida ve
Castagnaro, 1992; Carlisle ve ark., 1991), yabanci
cisim (Rocken ve Rocken, 1994) ve collaps vakalari
gibi spesifik durumlar (Dallman ve Brown, 1984)
sikca  bildirilmektedir.  Literaturlerde  Kangal
kopeklerinin trachea’sinda bilgisayarli tomografi ve
U¢ boyutlu modelleme ile biyometrik olgiimleri
Uzerine  vyapilmis  herhangi  bir  arastirma
bulunmamaktadir. Bu nedenle yapilan c¢alismanin
kangal kopeklerine ait trachea verilerini ortaya
koymasi ve anatomi literatiirline katki saglamasi
bakimindan 6nemli oldugu dusunilmektedir.

Materyal ve Metot

Arastirma; Firat  Universitesi  Veteriner
Fakultesine tedavi amach getirilen, eriskin Kangal
kopeklerinden alinan BT goriintilerinin, retrospektif
incelenmesi neticesinde yapilmistir. Calismada
Bingdl Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurul’'unun 85680299/20 sayili onayi alinmstir.
Arastirma igin 5 disi ve 5 erkek olmak Ulzere toplam
10 eriskin Kangal kdpegi kullanilmistir. Materyaller,
xylazine (1.1 mg/kg, i.m., Rompun) ve ketaminin (22
mg/kg, i.m., Ketalar) kombinasyonu ile genel
anesteziye alinmistir.

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Radyoloji
Anabilim dalinda Toshiba Aquilion 64 kesit BT
cihazina yuzustid konumda vyatirilan koépeklerin,
multi dedektor bilgisayarli  tomografi (MDCT)
goriintileri elde edilmistir. Bu goriinttler, kVp 120,
mAs 150-200 ve 0.5 mm paralel kesit kalinhgi, 0.5
mm rekonstriksiyon araligl, cap goris alani (FOV:
Field of view) (30 cm) ve aralik degeri 1-1.5 arasinda
kaydedilmistir. Dozaj parametreleri ve tarama,
standart protokoller cercevesinde
gerceklestirilmistir.

Trachea’nin  o6l¢limleri pars cervicalis’inde;
cranial nokta 1.cervical omur (C1) izdisimiinden,
caudal nokta 6.cervical omur (C6) dlizeyinden, pars
thoracalis’inde; cranial nokta 1. thoracal omur (T1)

diizeyinden, caudal nokta ise 4. thoracal omur (T4)
seviyesinden yapilmistir. Olciim alinan noktalardan
enine (T) ve dikey (V) ¢caplar alinmistir. Bu noktalarin
limen kesit alanlari (CSA) hesaplanirken; enine (T)
ve dikey (V) caplarin yarigaplar ve “pi” degeri
¢arpilarak bulunmustur. CSA= a.b.m formill; a=
transversal yari ¢ap, b= vertical yari ¢ap, n=3,14
seklinde uygulanmistir (Kara ve ark., 2001). Ayni
zamanda transversal ve vertical ¢ap oranlari da
Olcilmustir  (T/V). Cekimler ile kopeklerin
trachea’sindan  ylksek  ¢ozunarlikli ~ MDCT
goruntuleri elde edilmistir. Bu eksenel goruntiler
DICOM formatinda stokladiktan sonra, veriler
calisma merkezine (VITAL, Vitrea 2, HP XW6400)
aktarilmistir. Gorlntller arastirma alani iginde
degerlendirilmis  ve  sonuglar  kaydedilmistir.
Oncelikle iki boyutlu (2D) gériintilerden ilgili
kisimlar secilmistir. Sonrasinda ise ¢ boyutlu (3D)
modelleme olusturulmustur. Trachea’nin ii¢ boyutlu
(3D) modellemesi yapildiktan sonra, veriler
ortalama + standart sapma degerleri olarak
sunulmustur. Oncelikle ham degerlerin normal
dagihm gosterip gostermediklerini tespit etmek igin,
Shapiro-Wilk normallik analizi yapilmistir. Bu analize
gore ham degerlerin normal dagilim go6sterdigi
saptanmistir. Tum veriler tek yonli varyans analizi
(ANOVA) ile karsilastinlmustir. ikili karsilastirmalar
icinde post-hoc Tukey testi kullanilmistir. P<0.05
degeri istatistiki olarak anlamh kabul edilmistir.
Analizler SPSS (Versiyon 21.0) programinda
yapimistir.  Terminoloji olarak Nomina Anatomica
Veterinaria esas alinmistir (Nomina Anatomica
Veterinaria, 2012).

Bulgular

Kangal kopeklerinin trachea 6lglimleri ortalama
degerleri Tablo 1'de; l¢ boyutlu modellemesi Sekil
1’de, iki boyutlu gorintileri ise Sekil 2 ve 3’de
sunulmustur. Yapilan trachea olgiimlerinde erkek ve
disi hayvanlar arasinda 6nemli bir istatistiksel fark
bulunmadigl gozlenmistir. Tablo 1'de; 4 farkl
bolgeden yapilan 6lgiim degerleri ortalamalarinda,
trachea’nin transversal ve vertical c¢aplari, bu
caplarin birbirine oranlari ve limen alanlan
belirtilmistir. Olglim noktalari arasinda T/V oraninda
belirgin  farkhliklari  tespit  edilmistir.  Ayrica
transversal ve vertical ¢cap oranlari, trachea’nin son
kisimlarinda artis gostermektedir.

Tablo 1. Kangal kdpeklerinde trachea dlglimlerine ait ortalama * standart sapma degerleri.

Cranial cervical Caudal cervical Cranial thoracal Caudal thoracal Onemlilik
Vertical ¢cap (mm) 22.1941.79° 20.96+1.45° 26.04+1.38° 25.56+1.52° P<0.001
Transversal gap (mm) 28.20+1.872 27.82+1.952 28.83+2.182 35.30+2.15° P<0.001
Lumen kesit alani (CSA, mm?) 483.75+70.932 460.10+63.62° 583.71+66.82° 701.04475.71°¢ P<0.001
T/V orani 1.27+0.022 1.33+0.02° 1.11+0.03¢ 1.38+0.03¢ P<0.001

Ayni satirda farkli harf tasiyan (a, b, c, d) ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki agidan énemlidir.
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Transversal c¢apin bltin o6lgim bolgelerinde
ayni noktanin vertical ¢apindan daha uzun olarak
tespit edilmistir. Hem vertical hem transversal gapin
en uzun oldugu nokta, trachea’nin pars
thoracalis’inde; en kisa oldugu nokta ise pars
cervicalis’inin  caudal bolimiinde o6lglimustdr.
Trachea’nin  limen genigligi, CSA hesabina
bakildiginda; en genis olarak pars thoracalis’inin
caudal ucunda, en dar olarak ise pars cervicalis'in
caudal ucunda gozlemlenmistir. T/V orani, bltin
bolgelerde 1.00°in (izerinde ve birbirine yakin
degerlerde seyretmektedir.

Sekil 1. Kangal képegi trachea’sinin t¢ boyutlu (3D)
modellemesi.

- 2,
A ¢ Yas .'-'.f,)'f‘ﬁ‘fx‘ o "

Sekil 2. Trachea’nln pars cervicalis'inin 2D transversal kesitleri ; A: Cranial nokta; B: Caudal nokta; T:

Transversal ¢ap; V: Vertical gap.

Transversal cap; V: Vertical gap.

Cervical bolgede; vertical ve transversal ¢aplar
ile CSA degerlerinde, cranial ve caudal noktalar
arasinda istatistiki acidan farklilik bulunmamistir.
Ancak ayni noktalarda T/V oraninda 6nemli bir
farkhihk (P<0,001) tespit edilmistir. Thoracal bolgede
transversal ¢ap, CSA ve T/V oraninin caudal nokta

degerlerinin, cranial nokta degerlerinden istatistiki
olarak onemli derecede yiiksek (P<0,001) oldugu
gozlemlenmistir. Vertical ¢cap degerleri agisindan ise
cranial ile caudal noktalar arasinda énemli bir fark
saptanmamistir. Olciim yapilan biitiin noktalardan
alinan veriler ve U¢ boyutlu (3D) modelleme ile
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trachea’nin genel seklinin hafif dorsoventral basik,
tam olmayan elipsoid bir sekilde gorliindigl ortaya
konmustur.

Tartisma ve Sonug

Bazi arastirmacilar (Coyne ve Fingland, 1992;
Fingland ve ark., 1995; Nelson, 1993; Salisbury ve
ark., 1990; Smith ve ark., 1990; Watt, 1992; White
ve Williams 1994) kopeklerde tracheal daralmayi
degerlendirmek i¢cin  radyografiyi  kullanirken;
Johanson ve ark. (1993) ile Van Pelt (1988)
endoskopiden yararlanmistir. Rudorf ve ark. (1997)
ise bu amag icin ultrasonografiyi tercih etmistir.
Endoskopik yontemde, tracheal degerlendirmeler
icin her ne kadar hassas teknik olarak goriilse de,
Olcimlerin hassas olmamasi ve teknik olarak zor
olmasi bir handikap olarak rapor edilmistir (Johnson
ve ark., 1993). Bazi yazarlar (Hedlund, 1984; Shih ve
ark., 1997) ultrasonografide ylksek bir tecribenin
gerekliligine isaret etmislerdir. Fike ve ark. (1980) ile
Walter (1999) bilgisayarli tomografi
goruntilemelerinin konvensiyonel tarama
grafisindeki gorintilerden daha net oldugunu
ortaya koymaktadir. Gerek hassas 6l¢limler gerekse
elde edilen gorintilerin yiiksek kalitesi, bu yonde
bulgular sunan literaratirleri desteklemektedir.

Tracheal hava  sitununun  Olgiimlerinin
degerlendiriimesinde; hata payinin az olmasi ve
garpik sonuglarinin  dizeltilmesi yoniyle, en
gilivenilir metot olarak bilgisayarli tomografi
karsimiza ¢ikmaktadir (Griscom ve Wohl, 1986). Bu
sebepledir ki beseri hekimlikte trachea’nin BT
Olglimleri, rutin bir tani araci olarak kullaniimaktadir
(Chen ve ark., 2001; Mori ve ark., 2001; Roditi ve
Weir, 1994; Shamberger ve ark., 1991). Huber ve
ark. (1997) veteriner hekimlikte tracheal 6l¢limlerde
BT kullaniminin glvenilirliginin test edilmedigini
belirtmektedir. Kangal kopeklerinde yapmis
oldugumuz oOlgimlerin  olduk¢a hassas olarak
kaydedilebilmesi, bu yoni ile metodun sonuglarinin
giivenilir oldugunu, ancak; kopeklerin solunumunun
kontrolimiziun disinda kalmasi sebebi ile hata
paylarinin da olabilecegini goéstermektedir. Alman
¢oban kopeklerinde yapilan bir ¢alismada;
trachea’nin cervical bolgesinde; vertical, transversal
caplar ve enine kesit alani (CSA)’'nin caudal nokta
degerlerinin, cranial nokta degerlerine gére 6nemli
Olcude dustk bulundugu bildirilmektedir (Kara ve
ark., 2001). Arastirmamiz, Kangal kdpeklerinde bu
degerlerin rakamsal olarak diisiik olmasi ile beraber
istatistiki olarak da onemli oldugunu
gostermektedir.

Kara ve ark. (2001) T/V oranlarinda ve thoracal
bolge olcuimlerinde, istatistiksel farklilik olmadigini
ifade etmislerdir. Calisma sonuglarimizda ise
cervical bolgede cranial nokta degeri, caudal nokta

degerinden 6nemli derecede istatistiki yukseklik
ortaya koymaktadir. Yine arastirmamizdan elde
ettigimiz bulgulara goére, trachea’nin thoracal
boliminde, vertical ¢cap hari¢ diger tim olgimlerin
caudal nokta degerleri anlamli gsekilde yuksek
bulunmustur. Bu ¢alismada elde edilen u¢ boyutlu
goruntller ve trachea’nin yeniden modellenmesi
neticesinde, organin tam olmayan elipsoid bir
yapida oldugu ortaya konulmustur. Bu durum, diger
bircok kopek irki ile benzerlik gdstermektedir (Dyce
ve ark., 2018).

Sonug olarak, lic boyutlu bilgisayar tomografisi
ile Kangal kopeklerinde vyapilan bu g¢alismada
trachea’nin  yapist ve morfometrik degerleri
belirlenmistir. Elde edilen verilerin anatomi
literatlriine ve veteriner hekimlik egitimine katki
saglayacagi duslinilmektedir.
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Abstract: In this study, it was aimed to investigate the effects of oleuropein on hyperglycemia and oxidant-antioxidant
levels in metformin-insulin treated streptozotocin-diabetic rats. For this purpose, 40 Sprague-Dawley rats were used.
Animals were divided into 5 groups as 4 experimental and 1 Control each containing 8 rats. 1 ml isotonic NaCl solution was
injected intraperitoneally (ip) to the Control group while 50 mg/kg STZ ip was given to the G1, 50 mg/kg STZ + 100 mg/kg
Metformin + 4 IU/kg insulin ip was given to the G2, 50 mg/kg STZ + 100 mg/kg Metformin + 4 1U/kg insulin ip and 30 mg/kg
orally oleuropein was given to the G3 and 50 mg/kg STZ ip and 30 mg/kg oleuropein orally was given to the G4. Blood
glucose values were statistically higher in the experimental groups than the control after streptozotocin administration
(P<0.001, P<0.01, P<0.01 respectively). Plasma Total Antioxidant Capacity (TAC) of G2 and G3 were statistically higher than
G1 (P<0.001). It was found that plasma TAC levels of G3 were statistically higher than the control (P<0.05). It was
determined that the G1 (P<0.001), G2 (P<0.01) and G3 (P<0.05) group had significantly higher plasma Total Oxidant
Capacity (TOC) than the control group. TAC levels in the liver of the experimental groups were determined to be statistically
insignificant according to the control group. The liver TOC levels of the G2 and G4 group were significantly higher than the
control group (P<0.01, P<0.001 respectively). In conclusion, the use of oleuropein alone did not affect the blood glucose
level, the live weight, the plasma and the liver TAC and TOC levels, but the use of metformin and insulin with oleuropein as
an antioxidant and free radical scavenger following to the rising oxidation in diabetes were supported and strengthen the
system.

Keywords: Diabet, Insulin, Metformine, Oleuropein, TAC, TOC.

Streptozotosin ile Diyabet Olusturulmus ve Metformin-insiilin ile Diyabet Tedavisi Géren Ratlarda,

Oleuropeinin Hiperglisemi, Total Oksidan ve Total Antioksidan Diizeyleri Uzerine Etkileri

Ozet: Bu calismada, streptozotosin ile diyabet olusturulmus ve metformin ve insiilin ile diyabet tedavisi goren ratlarda,
oleuropeinin hiperglisemi, oksidan-antioksidan dizeyleri Gzerine etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Bu maksatla, 40 adet
erkek Sprague Dawley rat kullanildi. Ratlar her grupta 8 hayvan bulunacak sekilde 4 deney ve 1 kontrol grubu olmak tizere 5
gruba aynildi. Kontrol grubuna %0.09 NaCl intraperitoneal (ip) uygulandi. G1’e 50 mg/kg STZ ip, G2’ye 50 mg/kg STZ + 100
mg/kg metformin + 4 iU/kg insiilin ip, G3’e 50 mg/kg STZ + 100 mg/kg metformin + 4 iU/kg insiilin ip ve 30 mg/kg
oleuropein oral olarak ve G4’e 50 mg/kg STZ ip olarak ve 30 mg/kg oleuropein oral olarak uygulandi. Streptozotosin
uygulandiktan sonraki 3, 10 ve 21. glinlerde deneme gruplarinin kan glukoz degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde yiksek bulunmustur (sirasiyla P<0.001, P<0.01, P<0.01). Plazma total antioksidan kapasiteleri gruplar
arasinda kiyaslandiginda, G2 ve G3 grubunun Total Antioksidan Kapasite (TAC) duzeyleri, G1 grubuna gore istatistiksel
olarak daha ylksek belirlenmistir (P<0.001). Kontrol grubu ile deneme guruplari arasinda kiyaslama yapildiginda G3
grubunun TAC diizeylerinin, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiksek oldugu belirlenmistir (P<0.05). G1 (P<0.001), G2
(P<0.01) ve G3 (P<0.05) grubunun plazma Total Oksidan Kapasitelerinin (TOC) kontrol grubuna goére istatistiksel olarak
yiksek oldugu belirlenmistir. Deneme gruplarinin karaciger TAC diizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
onemsiz oldugu tespit edildi. Karaciger total oksidan kapasiteleri gruplar arasinda kiyaslandiginda G2 grubu ile G4
gurubunun TOC diizeylerinin kontrol grubuna goére istatistiksel olarak yiksek oldugu (sirasiyla P<0.01, P<0.001)
belirlenmistir. Sonug olarak oleuropeinin tek basina kullaniminin kan glukoz diizeyini, canh agirligi ve plazma ile karaciger
TAC ve TOC kapasitelerini etkilemedigi, ancak diyabette yikselen oksidasyona karsilik, metformin ve insilinle birlikte
kullaniminin antioksidan sisteme destek oldugu ve serbest radikal tutucu etkiyi kuvvetlendirdigi diisiintiimektedir.

Anahtar Kelimeler: Diabet, insulin, Metformine, Oleuropein, TAC, TOC.

Introduction

Type 2 diabetes mellitus (DM) is a characterized by increased glucose production and
heterogeneous group of diseases often includes decreased insulin secretion. This metabolic disease
varying levels of insulin resistance, disorders constitute more than 90% of the diabetes cases.
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Different genetic and metabolic disorders
associated with insulin action or secretion leads to
Type 2 DM of which common feature is
hyperglycemia. While the main feature is
hyperglycemia in DM, pathophysiological
mechanisms causing hyperglycemia is different.
Impaired insulin secretion or insulin resistance is a
key feature of hyperglycemia in Type 2 DM
(Emanuelli et al., 2004; Ozata and Ydntem, 2006;
Pirie et al., 1996). Also reasarchers indicated that
excessive production of free radicals is the primary
cause of chronic hyperglycemia. High levels of free
radicals and deterioration of antioxidant defense
mechanisms can lead to the development of insulin
resistance, the increase of lipid peroxidation and
damage of cellular organelles. At the same time,
diabetic complications are considered to occur as a
result of hyperglycemia, excessive free radical
production and increased oxidative stress (Novelli
et al., 2001; Novelli et al., 2004). Chronic
hyperglycemia produces dysregulation of cellular
metabolism, interrupts cell integrity, induce
reactive oxygen radicals and promotes apoptosis.
Therefore oxidative stress mediates the deleterious
effects of diabetes on many tissue function.

Antioxidants neutralize harmful substances
called free radicals and are extremely important
substances for preventing the destruction of the
cells. The suppression of oxidative stress by
modulating anti-oxidant capacity may also alleviates
high glucose-mediated oxidative stres. In fact,
organisms, are able to defend themselves against
oxidative stres due to the biological antioxidant
enzymes. However, this wealth is not inexhaustible.
Therefore, organisms should be supplemented with
nutrients containing antioxidant properties. The
importance of polyphenols as antioxidant utilized
for this purpose have been reported by researchers.
Polyphenols present in olive, olive oil and olive leaf
extract has proven to prevent oxidation of the cells
and to retard aging (Galli and Visioli, 1999;
Tsimidou, 1998; Vlahov, 1992). Due to side effects
of therapeutic agents such as oral hypoglycemic
drugs, there is increasing interest in herbal
medicine for treating diabetes recently. Many
traditional medicinal plant extracts are used in the
treatment of diabetes. In recent years, reducing the
negative effects of oxidative stress and free radicals
in diabetic patients by using non-vitamin
antioxidants such as flavonoids and polyphenols is
recommended by the researchers (Asgary et al.,
2002; Lean et al., 1999).

Oleuropein which is a phenolic compound
extracted from the olive leaf is still being
investigated for its effects on the hyperglycemia
and oxidant-antioxidant system in diabetes (Tripoli

et al., 2005). This compound is a hydroxylated and
glycosylated elenolik acid tyrosol ester. Oleuropein
and its metabolic hydroxytrotrozils are known to
have strong antioxidant abilities (Tsimidou, 1998).
Olive leaves and their products are defined as
healthy diet elements due to its phenolic
compounds (Visioli and Galli, 1994; Visioli and Galli,
1995). Meanwhile, it is reported in studies (Galli
and Visioli, 1999; Garrido-Fernandez et al., 1997;
Vhalov, 1992) that oleuropein allows to decrease
high blood sugar level and shows hypoglycemic
effect. Also, (Tsimidou, 1998; Vhalov, 1992) the use
of oleuropein derivatives is recommended for the
protection, prevention and treatment of disease
due to its immune system supporting effect and
antioxidant action.

In this study, we aimed to investigate the
effects of oleuropein on hyperglycemia and on
oxidant-antioxidant balance in streptozotocin
induced diabetic rats and diabetic rats treated with
metformin and insulin.

Materials and Methods

Experimental Protocols and Treatment of Animals:
This study was approved by the Institutional Animal
Care and Use Committee of Kafkas University with
ethics decision number of 2010-44. In this study 40
male, eight-months old-Sprague-Dawley rats of
250150 g body weight of age were used. Rats were
housed at room temperature with a lighting
schedule of 12 h light-dark cycle and humidity of
55%. Animals had free access to a standard rodent
pellet diet and tap water ad libitum. The rats were
divided into 5 groups comprising 4 experimental
and a Control groups each containing 8 animals.
Diabetes was induced by a single intraperitoneal
injection of 50 mg/kg bodyweight streptozotocin
(STZ, S0130, Sigma Chemical Inc., St Louis, MO,
USA). To the Control rats 1 ml isotonic saline was
applied intraperitoneally. Glucose concentrations of
Control and experimental groups were measured by
a glucometer (On-Call Plus, Acon Lab., San Diego,
USA) before and 72™ h after STZ injection. To
monitor blood glucose concentrations, blood
samples were collected from the tail vein of the
rats. Rats showing blood glucose concentrations
over 180 to 200 mg/dL were considered diabetic. A
total of 32 rats with diabetes were randomly
divided into four groups. G1 was used as diabetic
control, to the rats of G2 100 mg/kg metformine
and 4 IU/kg insilin  was administered
intraperitoneally, to G3 100 mg/kg metformine, 4
IU/kg insllin was administered intraperitoneally
and 30 mg/kg oleuropein orally, to G4 only 30
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mg/kg oleuropein was administered orally. This
applications continued for 21 consecutive days.

Collection of Samples: Blood samples were
harvested from each group of rats by intracardiac
needle. The plasma was separated by centrifugation
at 3000 rpm for 10 min. Livers were removed,
blotted, weighed, and homogenized. Plasma
samples and supernatants of liver homogenates
were used for analysis of total oxidant capacity
(TOC) and total antioxidant capacity (TAC).

Measurement of TAC and TOC: TAC and TOC of
serum and liver were determined using a Rel Assay
Diagnostic Kit (Gaziantep, Turkey).

Statistical Analysis: Statistical analyzes were
assessed by the one-way ANOVA test using the SPSS
16.0 program (SPSS for Windows, Chicago, IL, USA)
fallowed post hoc analyses of groups were made
according to the Tukey Test. Variables were
expressed as meanzstandard deviation (SD) and
P<0.05 was considered statistically significant.

Results

Plasma glucose levels: Changes in plasma glucose
levels are shown in Figure 1. Blood glucose values
were significantly different between experimental
groups and control (P<0.001) on 3 days after the
streptozotocin administration. Glucose levels of
group G1 and G2 on 10* day (P<0.01, P<0.001) and
group G1, G2 and G4 on 21*" day (P<0.001, P<0.05
and P<0.01, respectively) were significantly higher
than the control group.

Plasma total antioxidant capacity: Plasma total
antioxidant capacity of the groups are shown in
Figure 2. When Total antioxidant capacity (TAC) in
the experimental group compared with the G1, TAC
levels of G2 and G3 were determined to be
significantly higher (P<0.001). However, no
statistically significant difference was detected
between the G1 and G4. In comparison between
the experimental group and the Control, TAC level
of the G3 was determined to be statistically higher
than the Control (P<0.05). TAC levels of G4 were
determined to be lower than the control.

Liver total antioxidant capacity: Liver total
antioxidant capacity (TAC) of the groups are shown
in Figure 3. No statistically significant change was
found in TAC levels of the experimental group as
compared with the Control.
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Figure 1. Changes in plasma glucose levels of groups
(mg/dl).2®: P<0.001, @<: P<0.01, 29: P<0.05.
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Figure 5. Changes in the liver TOC (umol H202 Equv./L). =
b:P<0.01,249: P<0.001, <4: P<0.05.

Plasma total oxidant capacity: Changes in the
plasma total oxidant capacity (TOC) of the groups
are shown in Figure 4. TOC levels of G1-G4
(P<0.001), G2 (P<0.01) and G3 (P<0.05) were
determined to be significantly higher as compared

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2018; Cilt 7, Sayi 2 140



Harran Univ Vet Fak Derg, 2018; 7 (2): 138-143

Arastirma Makalesi

to the Control. No statistically significant difference
was detected between groups when the
experimental groups compared with the G1.

Liver total oxidant capacity: Changes in the liver
total oxidant capacity of the groups are shown in
Figure 5. Liver total oxidant capacity (TOC) of G2
and G4 were statistically higher than the Control
(P<0.01, P<0.001, respectively). There were no
statistically significant change between Liver TOC
levels of G1 and treatment groups.

Discussion

Complications like micro- and macrovascular
diseases, chronic renal failure and diabetic
nephropathy due to diabetes is still the most
important causes of morbidity and mortality among
DM patients in the world (Yenigiin, 2001, Ustiiner,
1999). In terms of glucose balance, insulin serves a
key role and the lack of insulin leads to increased
blood glucose levels and a variety of complications
in diabetics. In order to avoid these complications
insulin support should be provided to keep blood
sugar level in normal glycemic values. In recent
years, insulin therapy in combination with oral
antidiabetic drugs is maintained in Type 2 diabetes.
In all of the current diabetes treatment, metformin
is a safe agent that increases insulin sensitivity and
lowers fasting blood glucose levels down to 78
mg/dL (Schneider, 1991). Because of the reduction
in total insulin dose by 36%, metformin is added to
diabetes treatment in combination with insulin. On
the other hand, it has been proven by many studies
that monounsaturated fatty acids found in the olive
leaf extract lower blood sugar in diabetes patients
(Kumar et al, 2001). Also, olive oil was
demonstrated to reduce blood glucose levels by
12% in diabetics (Visioli and Galli, 1995). It is
reported that oleuropein facilitates the reduction of
blood sugar and stimulate insulin secretion by the
pancreas (Visioli and Galli, 1994). In our study,
oleuropein alone did not affect blood glucose levels,
but the effect of lowering blood glucose level was
determined to be higher when used in combination
with metformin and insulin. In addition this
combination the live weight was kept unchanged.

High levels of glycoproteins, defective glucose
auto-oxidation and damaged antioxidant balance
have been found in diabetic patients. The variety of
lipid-dependent gene expression and lipid
peroxidation due to oxidative stress induced by free
radicals are found to be responsible for the various
diabetic complications. Reports showed that low-
grade chronic inflammation and abnormal immune

response plays a key role in the development of
Type 2 diabetes mellitus and in the pathogenesis of
insulin resistance (Niwa et al.,, 2011). It has been
reported that reactive molecules formed by chronic
inflammation that cause B-cell destruction due to
increased oxidative stres and insulin reduction in
the pancreas and also potentiate diabetes along
with DNA damage (Niwa et al., 2011). Reasarchers
has determined that gene expression caused by
oxidative stress induced by free radical peroxidation
is responsible for the development of micro and
macro vascular complications in diabetics (Aslan et
al., 2007; Sheetz and King, 2002). The changes in
the plasma lipid profile leads to the development of
atherosclerosis abnormalities in diabetic patients.
On the other hand, many enzymatic and non-
enzymatic antioxidant defense systems play a
protective role against the harmful effects of
reactive oxygen species. However, the increased
production of free radicals and decreased
antioxidant level is responsible for the formation of
oxidative stress in diabetes. It has been shown that
hyperglycemic ~ conditions  change  oxidant-
antioxidant balance towards the increase of the
oxidants in diabetes mellitus (Wolff, 1993).
Researchers (Pan et al.,, 2008, Abou-Seif and
Youssef, 2004) reported that oxidative DNA
damage, protein glycation and oxidation products
are responsible for the pathogenesis of pancreatic
and vascular complications in diabetes. In our study,
we have detected no difference in TAC of plasma
and liver, but significantly higher capacity of plasma
and liver TOC in streptozotocin-diabetic rats.

Most patients with Type 2 diabetes require
multiple antihyperglycemic medications to ensure
optimal glycemic control. There are various drug
combinations used for this purpose. Use of
metformin with insulin is stated to be frequently
used method for reducing the dose of both drugs in
treatment options today (ADA, 2005; Cusi and
DeFronzo, 1998). Metformin has been reported to
reduce hyperglycemia and prevent hyperlipidemia
in Type 2 diabetic patients (ADA, 2005; Cusi and
DeFronzo, 1998, Lee and Kwon 2004, Stepensky et
al. 2002). Also, Li et al. (2011) showed that the use
of metformin reduces obesity-related insulin
resistance and hyperinsulinemia and stabilize B-cell
function. The administration of metformin have a
significant impact on reducing diabetic protein
oxidation products and eliminating the the
formation of free radicals that have inflammatory
effects and DNA oxidation (Farah et al. 2008, Xia et
al. 2008). Meanwhile reports (Lhommeau et al.,
2011, Montes-Cortes et al.,, 2010) showed that
insulin have an important influence on suppressing
the formation of free radicals, deactivation of
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singlet oxygen and play an important role in
supporting the antioxidant system. The researchs
conducted in recent years indicate that the use of
insulin with metformin provides superior treatment
option from its use alone (Sliwinska et al., 2006).
The use of some combinations of insulin with
metformin is reported to correct the decreased
activity of certain organs such as gastro-intestinal
tract, liver and kidney tissue (Lee et al., 2011). In
our study, antioxidant capacity of plasma and liver
was determined to remain the same with the
control group and the use of metformin in
combination with insulin as a good anti-oxidant and
anti-stress agent. A variety of antioxidant
compounds used in diabetes are thought to be
protective against tissue damage due to free radical
scavenger properties and working as glycation
inhibitors (Davie et al., 1992; Sinclair et al., 1992).
Oleuropein that active phenolic compound in olive
leaf extract is quite a good H20: holder (Tetik,
2005). Also, it is showed that oleuropein suppresses
hyperglycemia, oxidative metabolism of H.0: and
diabetes-induced oxidative stres and assist in
preventing diabetic complications (Al-Azzawie and
Alhamdani, 2006, Singh et al., 2008). In our study;, it
was observed that the use of oleuropein alone did
not cause the expected change in the plasma and
liver TAC capacity. However, we detected that
combined use of metformin, insulin, and oleuropein
significantly increased plasma antioxidant capacity.
These results showed that single use of oleuropein
as an antioxidant did not create adequate effect in
diabetes.

Conclusions

In conclusion, the use of oleuropein alone did
not affect blood glucose level, the live weight, the
plasma and the liver TAC and TOC levels in SZT
induced diabetic rats, but the use of metformin and
insulin as antidiyabetic agents with oleuropein as an
anti-oxidant and free radical scavenger according to
the rising oxidation in diabetes were supported and
strengthen the system. It was said that
administration of the metformine, insulin and
oleuropein on streptozotocin-diabetic rats have
protective role on hyperglycemia and oxidant-
antioxidant levels.
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Sanliurfa Yoresinde Maedi-Visna Virus (MVV) Enfeksiyonunun Serolojik
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Ozet: Maedi-visna virus (MVV) enfeksiyonu ya da koyunlarin progresif pndymonisi (OPP) koyunlarin bir lentivirus
enfeksiyonudur. Bu galismada, Sanliurfa yoresindeki koyunlarda MVV enfeksiyonunun seroprevalansi arastiriimigtir. Bu
amagcla mezbahada kesime tabi tutulan koyunlardan 1096 serum 6rnegi toplanmis ve MVV spesifik antikorlar yoninden
agar jel immunodiffuzyon (AGID) teknigi ile kontrol edilmistir. Orneklenen hayvanlarda MVV enfeksiyonunun varligi ortaya
konmus ve enfeksiyona bagli ekonomik kayiplarin énlenmesi adina, bolgede etkili kontrol, eradikasyon programlarinin
planlanmasinin yararl olabilecegi distinilmstr.

Anahtar Kelimeler: Maedi-visna virus, AGID, Seroloji.

Serologically Investigation of Maedi-Visna Virus Infection (MVV) in Sanhurfa Precincts

Abstract: Maedi-visna virus (MVV) infection or ovine progressive pneumonia (OPP) is a lentivirus infections of sheep. In this
study, the serological situation of MVV infection was investigated in Sanliurfa precincts. For this purpose, 1096 serum
samples were collected from slaughtered sheeps in slaughterhouse. Serum samples were tested for specific antibodies to
maedi-visna virus by using agar gel immunodiffusion test (AGID). The seroprevalance of MVV infection in animal population
was 5.29% (58/1096). The presence of MVV infection has been demonstrated in the sampled animals and it has been
thought that planning of effective control and eradication programs in the region may be beneficial in order to prevent

economic losses due to infection.
Keywords: Maedi-visna virus, AGID, Serology.

Giris

MVV enfeksiyonu koyunlarda ayni virus
tarafindan olusturulan bir enfeksiyonun
histopatolojik ve klinik olarak farkl hastalik formlari
olarak bildirilmekte (Lairmore, 2011; Straub, 2004);
ovine progressive pnemonia (OPP) olarak da
adlandinimaktadir (OIE, 2012; Straub, 2004).
Hastalik etkeni virus Retroviridae ailesi igerisinde
Lentivirus cinsinde siniflandiriimaktadir (Fauquet ve
ark., 2005). Visna koyunlarda az bulasici, meningitis
ve encephalomyelitise sebep olan, inkubasyon
periyodu birka¢ aydan dokuz yila kadar degisebilen
bir hastaliktir. Bu hastalik formuna ilgili klinik
bulgular izlanda’da 1940’ yillarin  basinda
saptanmistir (Lairmore, 2011; Straub, 2004). MVV
enfeksiyonu hayvanlarda agirlik kaybi ve hastaligin
ileri  donemlerinde meydana gelen o6limler
nedeniyle ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Dohoo ve ark. (1987) MVV ile enfekte disilerin gebe
kalma oranlarinin, enfekte olmayan disilerden
dusik oldugunu ortaya koymuslardir. Ayni
arastiricilar (Dohoo ve ark., 1987), 3-4 yash enfekte
disilerin dogurdugu kuzularin, sliriideki ortalama
dogum agirhklarinin yaklasik %3-6 kadar daha disuk
dogum agirhgina sahip olduklarini da saptamislardir.
“Maedi”, Palsson (1979)'in bildirdigine gore ilk kez
Gislason tarafindan 1939 yilinda yine izlanda’da

tanimlanmistir. Virusun ilk izolasyonu 1957 yilinda
“Visna” klinik semptomlari gosteren 5 koyunun
beyninden doku kiltirlerinde yapilmistir. Maedi
formu klinik semptomlarini gosteren bir koyunun
akcigerinden 1958  vyilinda virusun izole
edilmesinden sonra, maedi ve visna viruslarinin
doku kaltirlerinde ayni sitopatolojik degisiklikleri
(CPE) olusturduklari, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
ile benzerlik tasidiklar saptanmistir (Cutlip ve ark.,
1988; Lairmore, 2011). Small Ruminant
Lentivituslari (SRLV) igerisinde yer alan etken 120
nm c¢apinda olup, eter, kloroform ve tripsine
duyarhdir (Lairmore, 2011). Virusun en iyi Uredigi
hiicre kalturleri koyun choroid plexus, akciger,
synovial membrane ve meme hicre kultirleridir
(OIE, 2012). Serolojik teshis amaciyla, komplement
fikzasyon (CF), indirekt immunofloresan (lIF), AGID,
indirekt ELISA, Western blot ve radio-
immunoprecipitation gibi testlerden
yararlaniimaktadir (Cutlip ve ark., 1977; Keen ve
ark., 1996; OIE, 2012; Pepin ve ark., 1998; Saman ve
ark., 1999; Schreuder ve ark., 1988).

Turkiye’de enfeksiyon ilk kez Alibasoglu ve
Arda (1975) tarafindan 1975 vyilinda, patolojik
bulgulara dayanilarak, cesitli illerdeki mezbahalarda
kesilen hayvanlarda %0.02 oraninda bildirilmistir.
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Girgin ve ark. (1987), 1984 yilinda yurtdisindan satin
alindigi belirtilen 2 (iki) adet Ostfriz irki kogta klinik
ve patolojik bulgulara dayanilarak hastalgi
saptadiklarini ve hastalikli iki kog¢tan alinan kan
serumunun AGID testi ile pozitif oldugunu
bildirmislerdir. Schreuder ve ark. (1988) Erzurum
iline bagh 14 farkli yerlesim biriminden 198 yerli irk
koyundan kan serumu o6rneklemesi yapmis ve bu
serumlari anti-MVV antikorlari yéninden ELISA ile
test etmis ve bu serumlardan yalnizca 3’linde MVV
antikoru saptadiklarini ifade etmislerdir. Burgu ve
ark. (1990) tarafindan 1990 vyilinda yapilan
calismada, 12 koyun yetistiriciligi isletmesinden
toplanan 1099 kan serumundan 263 inin (%23.9)
AGID testi ile seropozitif bulundugu ortaya
konulmustur. Ayni arastrmada kan serumu
orneklemesi yapilan 12 siriiden 10 unun (%83)
MVV antikoru tasiyan koyun bulundurdugu ve
suriilerdeki  pozitiflik  dagihminin ~ %1.5-%56.2
arasinda oldugu belirlenmistir. Alkan ve Tan (1998)
ise, 1998 yilinda 245 koyun kan serumu ve
kolostrum 6rneginden, 69 (%28.1) serum ve 53
(%21.6) kolostrumun AGID testi ile MVV antikorlari
tasidiklarini saptamislardir. Tan ve Alkan (1998),
MVV antikorlarinin arastirildigl baska bir calismada,
628 kan serumu orneginden 168 (%26.7) adedinde
enfeksiyonun varligini tespit etmislerdir. Yilmaz ve
ark. (2002), Iistanbul ilindeki mezbahalardan
toplanan 320 koyun kan serumunu AGID testi ile
MVV antikorlari yoniinden test etmisler ve %0.9
(3/320) oraninda pozitiflik belirlemislerdir. Kandil ve
ark. (1997) Elazig ilinde 160 koyun serum o&rnegini
MVV antikorlari yéninden kontrol etmisler ancak
orneklenen hayvanlarin hicbirinde pozitiflik tespit
edememislerdir. Yavru ve ark. (2012), Konya ve
cevresindeki isletmelerden elde ettikleri 1343 koyun
kan serumunun 39 unun (%2.90) AGID ile MVV
antikoru yoninden pozitif oldugunu belirlemisler;
isletmelere gbre seropozitiflik oraninin ise %0.85 ile
%13.33 arasinda oldugunu bildirmislerdir. Cimtay ve
ark. (2004) ELISA yontemi ile test ettikleri Sanlurfa
yoresinden elde ettikleri koyun kan serumu
orneklerinde %10 oraninda (30/300) seropozitiflik
testpit etmisler ve yasa bagimli olarak pozitivitenin
arttigini vurgulamislardir. Albayrak ve ark. (2012),
Karadeniz Bolgesinden elde ettikleri 583 adet koyun
kan serumunun 137 adetinde (%23.5) seropozitiflik
tespit etmislerdir. Preziuso ve ark. (2010), kendi
gelistirdikleri ELISA ydntemi ile istanbul ilinden
topladiklari  koyun kan serumu &rneklerinin
15.3’Unde (83/542) seropozitiflik belirlemislerdir.
Arslan ve ark. (2012) ile Girgay ve Parmaksiz (2013),
Sanliurfa ilinde koyunlarda ELISA  yontemi
kullanilarak sirasi ile %19.7 ve %9.8 oraninda
seropozitiflik belirlediklerini bildirmislerdir. Muz ve
ark. (2013) 2006-2009 yillari arasinda érneklenen ve
daha onceki yillar seropozitif oldugu bilinen 23 adet

surtden elde edilen koyun kan serumu 6rneklerinin
%51’inin  (465/911) ve Orneklenen surilerin
%95.6’sinin (22/23) seropozitif oldugunu ortaya
koymuslardir. Hastalik, Avustralya ve Yeni Zelanda
disinda tim dinyada gorilmektedir (OIE, 2012).
Virus varhig ingiltere (Markson ve ark., 1983;
Pritchard ve ark., 1984; Pritchard ve Done, 1990),
irlanda (Adair, 1986), Hollanda (Houwers ve ark.,
1984), Kanada (Simard ve Morley, 1991), ispanya
(Lujan ve ark., 1993), Suriye (Giangaspero ve ark.,
1993), Finlandiya (Sihvonen ve ark., 1999; Sihvonen
ve ark., 2000), A.B.D. (Cutlip ve ark., 1992) ve
Polonya (Kita wve ark., 1990) gibi dlkelerde
bildirilmistir. Kita wve ark. (1990) Polonya’da,
orneklenen populasyonda seropozitifligin = %24
(1990/4284) oldugunu bildirmislerdir. Pritchard ve
Done (1990), ingiltere’de koglardan alinan
serumlarda 1987 yilinda %15 oraninda pozitiflik
saptarken, 1989 vyilinda pozitifli§in %54 oranina
ulastigini tespit etmislerdir. Giangaspero ve ark.
(1993) Suriye’de 1445 koyun serumundan %6’sini
AGID testi ile seropozitif olarak tespit etmislerdir.
A.B.D.”de 1992 yilinda, Cutlip ve ark. (1992) 16.827
koyun serumunun %26’sinin, érneklenen sirilerden
de %48'inin seropozitif bulundugunu bildirmislerdir.
ispanya’da Lujan ve ark. (1993) &rneklenen
suriilerin %97’sinin ve sirilerdeki koyunlarin ise
%40.7’sinin - MVV  antikorlari y6ninden pozitif
oldugunu ortaya koymuslardir. Bu enfeksiyona karsi
Avrupa Ulkelerinde uygulanan eradikasyon programi
(Cutlip ve Lehmkuhl, 1986; Houwers ve ark., 1984;
Sihvonen ve ark., 2000; Straub, 2004; Williams-
Fulton ve Simard, 1989) siri icindeki enfekte
hayvanlarin tespit edilerek, siiriiden uzaklastirilmasi
ve enfekte anneden dogan kuzularin izole edilerek
suni yolla beslenmesi ile seropozitif hayvanlarin
siriden ayrilmasindan sonra, siriiniin izolasyonu
ve 4-6 aylik periyodlarla serolojik kontrollerinin
yapilmasi esasina dayanmaktadir. Sihvonen ve ark.
(2000), Finlandiya’da 1994’den beri uygulanan
eradikasyon programi sonucunda MVV seronegatif
surdler olusturuldugunu bildirmislerdir.

Bu bilgiler 1siginda planlanan bu ¢alismada,
Sanliurfa yoéresinde mezbahada kesime tabi tutulan
koyunlarda MVV enfeksiyonunun seroprevalansinin
belirlenmesi ve enfeksiyonun miicadelesine yonelik
onerilerde bulunulmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Orneklenen hayvanlar: Arastirmada kullanilan
serum oOrnekleri, Sanliurfa ilinde faaliyet gosteren
Ozel bir kesimhane firmasinda (Dem-Et San. Tic.
AS.) koyun kesimi sirasinda farkh 1irk, yas ve
cinsiyetteki  koyunlardan  alindi.  Ornekleme
yapilacak hayvanlar tesadifi olarak secildi.
Orneklenen hayvanlarin tamami 6 ayliktan biyiik ve
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biyiik bir kismi 2-5 yas araligindaydi. Ornekleme
Aralik 2013-Temmuz 2014 arasinda kalan zaman
diliminde yapildi. Orneklenen hayvanlar Sanhurfa
ilinde farkli isletmelere aitti.

Steril sartlarda kaolinli tliplere 1096 adet
koyundan kan Ornekleri alindi.  Soguk zincir
sartlarina uyularak laboratuvara getirilen kan
ornekleri 10 dakika sire ile santrifij (3000
rom/dakika) edilerek serumlari ayrildi. 56°C’'de su
banyosunda 30 dakika inaktive edilen kan serumlari
testte kullanilana kadar -20°C’de saklandi.

Agar jel immunodiffuzyon (AGID) testi: Calismada
ticari AGID test kiti (Maeditect, AHVLA, Weybridge,
UK) kullanildi. AGID testi Uretici firmanin tavsiye
ettigi yonteme gore yapildi. Bu amagla, 0.05 M Tris
icinde %0.7 Agaroz, %8 NaCl, pH:7.2’de hazirlanarak
otoklav edildi ve 8.5 cm capindaki petrilere steril
kosullarda 17 ml konuldu. Agarin katilagmasini
takiben 06zel metal delici ve vakum motoru ile
merkezde bir ve merkezdekine esit uzaklikta 6
kuyucuk agildi. Ortadaki kuyucuga antijen ve
cevredekilere pozitif kontrol serum ve
sulandiriimamis supheli serum ornekleri
konulduktan sonra, petri kutulari reaksiyon igin
nemli ortamda oda isisinda bekletildi. Sonugclar 48-
72 saat sonra degerlendirildi ve pozitif sonug veren
supheli serum o6rnekleri bir kez daha test edilerek
dogrulamalari yapild.

Bulgular

Mezbahada kesime tabi tutulan koyunlardan
elde edilen 1096 serum Orneginin 58 tanesinde
AGID yonetimi ile MVV spesifik antikorlari saptandi.
Orneklenen populasyonda MVV enfeksiyonunun
seroprevalansi %5.29 olarak tespit edildi.

Tartisma ve Sonug

Tirkiye’de MVV enfeksiyonunun teshisi ile ilgili
olarak yapilan galismalarda klinik belirtiler, patolojik
ve histopatolojik bulgular, serolojik yontemler (AGID
ve ELISA) ve molekiler testlerin kullanildig
bildirilmektedir (Alibasoglu ve Arda, 1975, Girgin ve
ark., 1987; Muz ve ark., 2013; Preziuso ve ark.,
2010; Schreuder ve ark.,, 1988). MVV
enfeksiyonunun seroprevalansinin saptanmasina
yonelik yapilan c¢alismalarda mezbahalardan kan
serumu toplanmasi tercih edilen bir yontemdir.
Epidemiyolojik olarak bu 6rnekler populasyonun
temsili yoniinde arastirmacilara énemli fikir verirler.
MVV  enfeksiyonunun Tirkiye’de ilk bildirimi
Alibasoglu ve Arda (1975) tarafindan mezbahada
toplanan materyalde yapilmistir. Bu ¢alisma ile 1975
yihinda, c¢esitli illerdeki mezbahalarda kesilen

hayvanlarda patolojik bulgulara dayanilarak %0.02
oraninda bildirilmistir. Daha sonra Yilmaz ve ark.
(2002) tarafindan bildirildigine gore, AGID testi
kullanarak istanbul’daki mezbahalardan toplanan
320 koyun kan serumundan yalnizca 3’Unin (%0.94)
pozitif oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada elde
edilen sonuca gore Orneklenen populasyon igin
seropozitiflik degerinin (%5.29) Sanliurfa’da daha
once yapilan c¢ahsmalar (Arslan ve ark., 2012;
Cimtay ve ark., 2004; Glrgay ve Parmaksiz, 2013),
gdz oOnlne alinacak olursa dusik oldugu dikkati
¢ekmektedir.

Hastaligin prevalansi enzootik bélgelere, bakim
sartlarina ve siru yonetim stratejilerine bagl olarak
degiskenlik goéstermektedir. Burgu ve ark. (1990),
Muz ve ark. (2013) ve Arslan ve ark. (2012)
tarafindan vyapilan calismalarda bildirildigi tzere
onceden enfekte oldugu bilinen sirilerden
ornekleme yapilmasi, dogal olarak yiliksek oranda
seropozitiflik bulunmasina neden olmustur. Bu
nedenle, bu c¢alismalarda elde edilen sonuglar ile
mezbaha da kesilen hayvanlarda elde edilen
seropozitiflik degerleri arasinda tespit edilen farkin
dogal oldugu disiiniilmektedir. Bu sonuglar
1siginda, hastaligin bildiriimedigi bolgelere yapilacak
hayvan hareketlerinde ve hayvan ithalati
durumunda MVV yoéniinden 6n test yapilmasinin
faydali olacagi agiktir. MVV enfeksiyonunun kontrol
ve eradikasyon programi icin Ulke, bolge ve suri
ozelinde alti aylhk araliklarla hastalik izlenmeli ve
hastalik tespit edildiginde derhal stirtiye hayvan giris
cikisina ve hayvan hareketlerine kisitlayict dnlemler

getirilmelidir. ~ Seropozitif  hayvanlar  siriden
uzaklagtirlmali  ve  bu  ¢alismalar referens
laboratuvar tarafindan uygulamali ve

denetlenmelidir.

Hastaligin, Avustralya ve Yeni Zelanda disinda
tim dinyada gorildaga  (OIE, 2012) ve
seroprevalans oranlarinin ylksek oldugu
anlasilmaktadir (Adair, 1986; Cutlip ve ark., 1992;
Houwers ve ark., 1984; Kita ve ark., 1990; Lujan ve
ark., 1993; Pritchard ve Done, 1990; Sihvonen ve
ark. 2000; Simard ve Morley, 1991). Bu ulkelerde
ayni zamanda gonulli veya zorunlu hastalik kontrol
calismalarinin yapildigi belirtilmektedir (Lujan ve
ark., 1993; Sihvonen ve ark., 1999; Sihvonen ve ark.,
2000). Goraldugi tzere hastaligin bati dinyasinda
ylksek seropozitiflik degerleri ile seyretmesi bu
Ulkelerden disalim yolu ile hayvan gen kaynagi
temin eden (Ulkeler igin potansiyel bir tehdit
olusturmaktadir. Turkiye’nin zaman zaman ithalat
yolu ile hayvan temin eden bir {ilke olmasi, 1970li
yillardan sonra hastaligin seroprevalans
degerlerinde tespit edilen artisin en 6nemli
nedenlerinden biri olabilecegi dislinilmektedir.
Ozellikle, Muz ve ark. (2013) tarafindan tespit edilen
Tirkiye’de ve Avrupa’daki MVV izolatlari arasindaki
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filogenetik benzerlik de bu durumu destekler
niteliktedir.

Sonug¢ olarak; bu calismadan elde edilen
bulgulara dayanilarak, hastalik kontrol-eradikasyon
¢alismalari igcin MVV enfeksiyonunun sirekli olarak
izlenmesinin, periyodik sero-epidemiyolojik
¢alismalarinin yapilmasinin, ithalatta yerinde 6n test
yapilarak hayvan segiminin, yapilan g¢alismalarin
sonuca ulasmasi icin micadele yontemleri ile
desteklenmesinin yarah olabilecegi
disiinilmektedir. Ozellikle damizlik niteligi yiiksek
olan isletmeler igin danismanlik destegi verilmesi ve
yetistiricilerin bilinglenmesine yonelik calismalara
agirlik verilmelidir.
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Fiziksel ve Kimyasal Kosullarin Cesitli Yontemlerle Elde Edilmis Viral DNA’ya
Etkileri

Zeynep AKKUTAY-YOLDAR
Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dali, Diskapi, 06110, Ankara, Tiirkiye.

Gelis Tarihi: 30.04.2018 Kabul Tarihi: 19.11.2018

Ozet: DNA viruslari tamir mekanizmalari ve RNA viruslarina gore daha stabil olmalari sayesinde cevre sartlarina direngli bir
yapi gosterirler. Sahip olduklari bu direng mutasyonel degisiklikleri elimine ederek, virusun korunmus bélgelerinin kolaylikla
amplifikasyonu saglamasina ragmen, uygun olmayan laboratuvar kosullari ve inhibe edici ajanlar, viral DNA tespitine engel
olabilmektedir. Viral DNA eldesinde gesitli yontemlerin karsilastiriimasinin yapildigi bu ¢alismada ayni zamanda farkh fiziksel
ve kimyasal kosullarin viral niikleik asite olan etkileri de sorgulandi. Bu amagla biri konvansiyonel metot olmak lizere toplam
dort farkli ekstraksiyon yontemi bir parapoxvirus olan ecythma contagiosumun DNA’sini tespit amaciyla kullanildi. Elde
edilen DNA’lar verimlilikleri yoniinden kiyaslandiktan sonra gesitli fiziksel (basing, UV) ve kimyasal (deterjan) kosullara
maruz birakildi. Basingli buhar otoklavina maruziyetten sonra viral DNA amplifikasyonu gercgeklesirken; tween 20 ve uv
radyasyon viral DNA amplifikasyonu inhibe ettiler. Ticari kitlerin gogu DNA ekstraksiyonunun siresini kisaltmaya yardimci
olurken konvansiyonel yontem viral DNA tespiti agisindan en yiiksek verimliligi sagladi.

Anahtar Kelimeler: Ekstraksiyon, PCR, Viral DNA.

The Effects of Physical and Chemical Conditions on Viral DNA Obtained by Various Methods

Abstract: DNA viruses are more resistant to environmental conditions than RNA viruses due to their repair mechanisms and
stablity of their genetic material. Despite these advantages, inadequate laboratory conditions and inhibitory agents can
interfere with viral DNA detection. In this study, which compares various methods of viral DNA obtainment, the effects of
different physical and chemical conditions on viral nucleic acid were also questioned. For this purpose, a total of four
different extraction methods, one of which was the conventional method, have been used to detect the DNA of the
parapox virus causing ecythma contagiosum. The isolated DNAs were exposed to various physical (pressure, uv) and
chemical treatment (detergent) conditions before PCR amplification. While viral DNA amplification occured after exposure
to autoclave pressure steam sterilizer; Tween 20 and UV radiation inhibited viral DNA amplification. While most commercial
kits helped to shorten the duration of DNA extraction, the conventional method provided the highest efficiency for viral
DNA detection.

Keywords: Extraction, PCR, viral DNA.

Giris

Viruslar dogada insan, hayvan ve bitkileri Uyelerinden farkli olarak Parapoxviruslar ovoid

enfekte edebilen, hatta el degmemis buzullarin
icinde olmak Ulizere birgok farkh ve zorlu kosullara
adapte olabilen ve enfekziyozitesini devam ettiren
patojenlerdir (Zimmer, 2015). Sahip oldugu genetik
materyale gore Deoksi Ribo Nikleik Asit (DNA) ve
Ribo Nikleik Asit (RNA) olarak ikiye ayrilan
viruslardan genetik materyalinde DNA igerenler gift
sarmal vyapilari sebebiyle bu kosullara daha
direnclidir. DNA iceren virus ailelerinden Poxviridae
ailesi 375 kbg¢’ne varabilen genom ve morfolojik
olarak kompleks simetriye sahip tugla gorinimu
sergilemektedirler (Knowles, 2011). Poxviridae
ailesi, Chordopoxvirinae ve Entomopoxvirinae
olmak (izere iki alt aileye ayrilir. Parapoxvirus,
Chordopoxvirinae alt ailesinde bulunan 11 cinsten
birisidir. Bu cins; orf virus (ORFV), bovine papiiler
stomatit virus (BPSV), pseudocowpox virus (PCPV)
ve Yeni Zelanda’da bulunan kirmizi geyiklerin
parapoxvirusunu icermektedir (PVNZ) (Knowles,
2011; Skinner ve ark., 2012). Ailenin diger

sekillidir. Koyun ve kecilerde orf hastaligina sebep
olan bu virus meralarda aylarca canhligini
koruyabilmektedir (Murphy ve ark., 1999). Bu
calismada cevre sartlarina direngli olan orf virus
DNA’sinin farkli ekstraksiyon metotlariyla eldesi
sonrasinda amplifikasyonlarinin karsilastiriimasi ve
basing, UV (Ultraviole) radyasyon ve deterjan gibi
cesitli kimyasal ve fiziksel faktorlere direncinin
arastiriimasi hedeflenmistir.

DNA viruslari, proofreading mekanizmalari
geregince her ne kadar nikleotid hatalarini
dizeltme ve stabilitelerini korumakta basaril
olsalarda, ¢esitli etmenler sonucunda inhibe
olabilmekte ve Polimeraz Zincir Reaksiyonunda
(PCR) her zaman pozitif sonug elde edilememektedir
(Reha-Krantz, 2010; Wilson, 1997). Nukleik asitlerin
amplifikasyonunun inhibe olabilecegi asamalardan
birisi ekstraksiyondur. Tuzlar, deterjan ve fenollerin
bu asamada amplifikasyona engel olabilecegi
bilinmektedir (Arnal ve ark., 1999). PCR’In etkin ve
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verimli bir sekilde calisabilmesinde ekstraksiyon bir
onkosuldur. Ektraksiyon metotlari virusun elde
edildigi dokuya ve canliya, gore degisiklik arz
etmektedir. Gidalarla bulasan viruslarin tespitinde
eliisyon-konsantrasyon, ultrafiltrasyon,
ultrasantrifiigasyon  kullanilirken; dokudan ve
kandan izole edilmesi planlanan viruslar icin RNAzol,
GTC-silica, nucleospin, magnetic beads gibi birgok
farkl metot uygulanabilir (Arnal ve ark., 1999; Deng
ve ark., 2005; Scherer ve ark., 2010). Bu galismada
gerek konvansiyonel gerekse spin-kolon prensibiyle
calisan farkli firmalara ait ekstraksiyon
yontemlerinin nikleik ait amplifikasyonuna olan
etkileri incelenmistir. Bunu takiben de basing, UV
radyasyon ve tween 20 gibi gesitli faktorlerin farkli
kosullarda elde edilmis olan viral DNA’ya etkisi
arastirlmis ve bu ajanlarin  varliginda farkh
ekstraksiyon yontemleriyle elde edilmis viral
DNA’nin  ihibisyonuna  yol agip  agcmadig
incelenmistir.

Materyal ve Metot

Materyal: Arastirma kapsaminda yapilan farkli
ekstraksiyon yontemleri ve PCR uygulamalarinda
viral DNA daha o6nce tanisi ve filogenetik analizi
gerceklestirilmis olan tlkemiz orjinli orf virus kabuk
orneklerinden vyapildi (Akkutay-Yoldar ve ark.,
2016). Kabuk materyali fosfat tamponlu sivi ¢ozeltisi
(PBS) icinde homojenize hale getirildi. Homojenize
materyal daha sonra -80 derecede 1’er saat siireyle,
¢ kez dondurma-¢ézme islemine tabi tutuldu. Bunu
takiben de hiicrelerden virusun PBS igerisine
¢cikmasini saglamak amaciyla 4000 rpm de 15 dakika
santrifiij edilerek DNA ekstraksiyonu igin hazir hale
getirildi.

DNA ekstraksiyonu: Viral DNA ekstraksiyonunda
Sambrook ve Russell (2001) tarafindan tanimlanan;
konvansiyonel olarak adlandirdigimiz asit guanidin
tiyosiyanat-fenol ekstraksiyon metotu ve spin-kolon
yontemi ile ¢alisan 3 farkh nikleik asit kiti kullanildi.
Konvansiyonel ekstraksiyon metotunda 300ul klinik
ornek ve 300 ul solisyon D [4.2 M guanidin
tiyosiyonat (Applichem A1107, Almanya), 0.75M
sodyum sitrat dihidrat (Merck, Darmstadt,
Almanya), 0.33M N-lauril sarcosin (Applichem,
A1163, Almanya) ve 360 pul 2-merkaptoetanol
(Merck, Darmstadt, Almanya) bir araya getirildi ve
10-15 saniye vortekslendi. Karisimin {izerine 325 ul
alkali fenol (pH 4), (Merck, Darmstadt, Almanya),
325 pl kloroformizoamilalkol [Ch/IsoA (24:1)]
eklendi ve homojen bir karisim elde edilene kadar
15 saniye sire ile vortekslendi. Tipler, 12000 rpm
de 10 dakika santriflj edildi. Santriflij sonunda
olusan 3 fazin en Ust fazindan 700 pl yeni bir tiipe
aktarildi ve (lizerine esit hacimde -20°Cye
sogutulmus izopropanol (Merck, 1.09634.2500,

Darmstadt, Almanya) ve 100 pl 3 M sodyum asetat
(pH 5.2) (Applichem, Almanya) ilave edildi ve
karistirildi. Nukleik asit presipitasyonu igin karisim
en az 1 saat siure ile -80°C de bekletildi. Sire
sonunda oda 1sisinda eritildikten sonra, 14000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Coken DNA pelleti,
%70’ lik etanol (Sigma-Aldrich, 32221, Almanya) ile
yikandi ve 37°C’ lik etlivde kurutuldu. DNA pelletleri
20 pl deiyonize su ile yeniden stispanse edildi. Elde
edilen DNA’lar PCR reaksiyonlarinda kullaniimak
amaciyla -20°C’'de saklandi. Spin-kolon temelli ticari
nikleik asit kitleri: QlAamp cador Pathogen Mini Kit
(Qiagen), NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel) ve The
PureLink® Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen),
Ureticilerin talimatlarina gore uygulandi.

PCR: Farkli kitlerle hazirlanan saf ve cesitli ajanlara
maruz birakilan orf virusunun B2L gen bdlgesine
spesifik PPP-1 (5'-GTCGTCCACGATGAGCAGCT-3') ve
PPP-4 (5'-TACGTGGGAAGCGCCTCGCT-3') primerleri
kullanilarak, Inoshima ve ark. (2000) tarafindan
bildirilen  yontem  modifiye  edilerek  PCR
reaksiyonlari gergeklestirildi (Inoshima ve ark.
2000). Biyo Guvenlik Kabini (BGK) (esco 1so 9001
quality, ABD) icerisinde hazirlanan PCR karisimi, 30
uL toplam hacim iginde (5 U/ul) Taqg DNA polimeraz
(MBI, Fermentas, Waltham, MA, ABD), 10 x Taq
Tamponu (1.25 mL olup, (NH4) 2504 igeren), 25
mmol/L MgCI2 ve su (18 Mohm/cm, Applichem,
Darmstadt, Almanya), primerler ve 3ul ekstrakte
edilmis DNA kullanildi. 96°C'de 5 dakika siren ilk
denatlirasyonun ardindan 96°C'de 30 s DNA
denatiirasyonu, 48°C'de 30 saniye primer baglanma
ve 72°C'de 45 saniye amplifikasyon agamalarini
iceren 35 siklus gergeklesti. PCR drinleri etidyum
bromid (Sigma-Aldrich, Almanya, 1:5000) iceren %1

agaroz jelinde elektroforezden sonra
transilluminatérde gorintilendi ve 595 bg
blyiklugindeki aranler pozitif olarak

degerlendirildi (Sekil 1). Elde edilen nikleik asitler
hem ekstraksiyon sonrasi hem de fizksel ve kimyasal
ajanlara maruz kaldiktan sonra (Picodrop Microliter
UV/Vis spektrofotometre (Picodrop, Cambridge,
UK) ile 6lglldi (Tablo 1).

Nikleik asitlere fiziksel ve kimyasal etkilerin
uygulanmasi:

Basingli buhar sterilizasyonu (Otoklav): Otoklavla
sterilizasyon ~ Systec D-90  (Systec  GmbH,
Switzerland) otoklav cihazinda 121°C’'de 15 psi
basingta, 15 dakika olarak gergeklestirilmistir.

Ultraviyole radyasyon: Ultraviyole isinlari, tepesine
UV lambalarinin monte edilmis oldugu UV
kutusunun icinde, 20 cm mesafeden; 30 dakika, 1 ve
4 saat olmak Uzere 3 farkli siire boyunca DNA’ya
uygulandi.

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2018; Cilt 7, Say1 2 150



Harran Univ Vet Fak Derg, 2018; 7 (2): 149-153

Arastirma Makalesi

Tween 20: Tween 20 (P1379 Sigma-Aldrich) diger
adiyla polyethylene glycol sorbitan monolaurate

vizkdz sollsyonu sulandiriimaksizin 1 damla olacak
sekilde viral DNA (zerine tatbik edildi.

Tablo 1. Farkl yontemler araciligiyla elde edilen dsDNA’larin (ng/ ul) 260 nm dalga boyunda 6lgtimleri ve PCR sonuglari.

PCR sonuglari

izolasyon Sonrasi DNA

Direkt

miktarlari ng/ml

Ekstraksiyon Yontemleri Ozellikler PCR Basing uv Tween 20

1 QlAamp cador Pathogen  Viral RNA/DNA + + - - 130.21
Mini Kit Bakteriyel DNA

2 NucleoSpin RNA RNA + + - - 58.10
3 The PureLink Viral RNA/DNA + + - - 256.21
4 Konvansiyonel Viral DNA + + - - 437.10

Bulgular

PCR sonuglari konvansiyonel yéntemle elde
edilen ekstraktlardan vyapilan PCR’In en vyiksek
amplifikasyona sahip oldugunu gosterdi. 1 ve 3
numaral ticari kitler ile yapilan ekstraksiyonlar ideal
bir pozitiflik verirken, 2 numaral ekstraksiyon
yonteminde ise diger (¢ metota gore biraz daha
zayif bir pozitiflik elde edildi. Ekstraksiyon sonrasi
uygulanan  ajanlardan  tween 20, PCR’In
inhibisyonuna yol ag¢mis olup, herhangi bir
amplifikasyon gerceklesmedi. Farkli siirelerde (30d,
1s, 4s) uygulanan UV radyasyondan sonra da viral
DNA tespit edilemedi. UV 1siga maruz kalinma

Sekil 1. Parapox virus B2L genine spesifik PCR sonucu
olusan Urlinlerin agaroz jel gorintisd. [1:3000 bp DNA
merdiveni, 2: Macherey Nagel, 3: Cador, 4: Invitrogen, 5:
negatif kontrol 6: Konvansiyonel, 7: negatif kontrol].

Tartisma ve Sonug

Son vyillarda nikleik asit tespitine dayal
tekniklerin kullaniimasi énem arz etmektedir. Bu
baglamda niikleik asit elde edilmesinde, ticari kit
kullanimi glinimizde olduk¢ca tercih edilen ve
zamani kisaltan bir yol olmustur. Bu ticari kitlerde
kullanilan spin-kolon, sodyum katyonlarinin DNA'ya
baglanmasi prensibinin temel alindigl bir metot
olup, fenol-kloroform-izoamilalkol  ydnteminin
toksik etkilerini minimalize etmektedir. Standardize
edilmis proseddrleri olan, minimum

sonrasi, vyapilan dsDNA 260 nm dalga boyu
spektrofotometre 6lciminde anlamh bir veri elde
edilememis olmakla birlikte, ototklava maruz
birakilan ve tween 20 ile muamele edilen
ekstraktlarin  nikleik asit miktarlarinin = (ng/ul)
spektrofotometre 6l¢im sonuglari da daha once
elde edilen ekstraksiyon olglimleriyle benzerlik
gostermis  olup, herhangi bir Griin  kaybi

belirlenmedi. Fiziksel ajanlardan UV ve kimyasal
ajan Tween 20’nin saf hali DNA’y1 inhibe edebilir
nitelikte oldugu gorildi. Otoklav isleminin ardindan
ise viral DNA glgli bir sekilde amplifiye olmayi
basardi (Sekil 2).

Sekil 2. Nukleik asitlerin fiziksel ajanlara maruz
birakilmalarinin sonrasi parapox virus B2L genine spesifik
PCR sonucu olusan drinlerin agaroz jel gorintisa.
[1:3000 bp DNA merdiveni, 2: UV radyasyonda 30 dakika
bekletilen DNA, 3: UV radyasyonda 1 saat bekletilen DNA,
4: UV radyasyonda 4 saat bekletilen DNA, 5: Otoklav
sonrasli elde edilen DNA, 6: negatif kontrol].

kontaminasyonla yiiksek verim elde eden bu ticari
kitlerin yani sira, ultrafiltrasyon, magnetik kire,
deterjan ve enzimlerle hilicre zarini pargalayan
bircok farkl ekstraksiyon yontemi de konvansiyonel
metoda alternatif olarak kullanilmaktadir (Chacon-
Cortes ve Griffiths, 2014; Scherer ve ark., 2010).

Bu calismada, DNA verimliligi, PCR Urini ve
elde edilen Uriinlerin gevre sartlarina direngliligi
Gzerine odaklanildi. Ayrica farkli yéntemlerin DNA
ekstraksiyon performansina etkilerinin
degerlendirilmesi amaglanarak bunlar karsilastirildi
ve DNA miktarlarn spektrofotometrede (Picodrop,
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Cambridge, UK) olguldi. Kullanilan 1. kit tam kan,
serum, sliriintl ve doku da dahil olmak tizere bir dizi
hayvan orneginden viral RNA, DNA ve bakteriyel
DNA'nin izolasyonu amaciyla kullanilan bir kittir. Bu
yontem viral DNA izolasyonunda orta derecede bir
verimlilik elde etmemizi sagladi. Denenen 2. kit ise
kolon igerisinde rDNase igeren ve kontamine
DNA'nin kolay ve etkili bir sekilde uzaklastirilmasini
saglayan bir yontemdir. Bu ydntemde enzim
varligina ragmen  ekstraksiyonunu  yaptigimiz
virustan DNA izole etmeyi basardik fakat Grin
verimliligi elde edilen diger urinlere gore daha
disuk bulundu. 3 numarali kit spin-kolon
yontemlerinin igcerisinde en yliksek verimliligi veren
ekstraksiyon kiti oldu. Taze veya donmus plazma,
serum, beyin-omurilik gibi sivilardan ve hiicre
kiltira stpernatantlarindan viral RNA ya da DNA
eldesi saglayan bu kit, konvansiyonel yontemden
sonra en vyiksek verimliligi sagladi. Bunun
nedeninin, kitin dusik elisyon hacimleri kullanarak
nikleik asiti plrifiye etmesi ve herhangi bir niikleaz
icermemesinin etkili oldugu dusuntldia (Tablo 1).
Spektrofotometre ds DNA olgimlerine (ng/ul) ve
agaroz jel gorintilerine bakildiginda en iyi sonug
veren  ekstraksiyon metodu konvansiyonel
yontemdir. Asit guanidin tiyosiyanat-fenol temelli
bu yontem, maliyeti disik ve spin-kolon
yontemlerine gore daha fazla zamana ihtiyag
duyulan bir uygulamadir. Spin-kolon yontemlerinde
sikhkla etanolden kurtulmak igin uygulanan iki
asamall  yikama yoénteminin bu uygulamada
olmamasi Uriin kaybinin daha az olmasinda etkili bir
faktor  olabilir. Bu arastirmadaki  beklenti
ekstraksiyon  kitlerinin  manipilasyona  bagl
meydana gelebilecek hatalari indirgeyebilecegi
diisiincesinden hareketle, konvansiyonel metoda
gore daha ylksek miktarda DNA elde edilmesiydi.
Kazanilan bulgular ise DNA eldesinin konvansiyonel
yontemde daha vyiksek oldugunu gosterdi.
Birbirinden ¢ok farklilik gostermemekle birlikte g
ticari kit de uygun miktarda DNA'y1 izole etti.

Calismada basincin  viral DNA (zerindeki
etkisine bakmak icin 6rnekler basingli buhar
otoklavina tabi tutulmustur. Otoklav her ne kadar
hiicre yapisini parcalasa da viral genomlarin yok
edilmesi icin otoklavlamanin etkinligi hakkinda ok
az ¢alisma bulunmaktadir (Choi ve ark., 2014). Choi
ve arkadaslarinin yaptigi calismada viral genomlarin,
kuru sartlara gore hidratli kosullarda daha kolay
hasar gordigli ve RNA virus genomunun, DNA
virusundan daha kolay bozuldugu gozlemlenmistir
(Choi ve ark., 2014). Bu calismada elde edilen
bulgular viral DNA amplifikasyonun otoklav sonrasi
kolaylikla gerceklestigidir.

Bu c¢alismada viral DNA (zerindeki etkisi
arastirilan bir diger fiziksel kosul olan ultraviyole
radyasyon bir dezenfeksiyon yontemi olarak

laboratuvarlarda ve su dezenfeksiyonunda siklikla
kullanilmaktadir. Bu arastirmada viral DNA, 20 cm
gibi yakin bir mesafeden UV’'ye maruz birakiimis ve
maruziyet sireleri olan 30 dakika, 1 ve 4 saat
sonunda tekrar amplifiye olamamistir. UV 1sinlarinin
araci bir ylizey olmadan direkt olarak ekstraksiyon
Urintne ulagmasi saglanmistir. DNA'nin ultraviyole
radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusan
lezyonlardan en c¢ok gozleneni, pirimidin (6-4)
pirimidon foto Griinleri ve olduk¢a mutajenik olan
siklobltan pirimidin  dimerleridir. Yapilan bir
arastirmada ligasyon aracili PCR ydntemleri ile bu
lezyonlarin  varhg  gosterilmis ve nikleotid
duzeyinde tespitleri gergeklestirilmistir (Besaratinia
ve Pfeifer, 2012). UV radyasyon, tozsuz hava ve
temiz su icinden kolaylikla gegmesine ragmen; kire
ve yag tabakalarina, bulanik soliisyonlara ve plastik
gibi maddelere etkin olarak gecemezler. Bu
baglamda  molekiler diizeyde arastirmalarin
yapildig1 laboratuvarlarda UV radyasyonun direkt
olarak uygulandigi yilizeyler DNA kontaminasyonun
onlenmesinde etkin rol oynamaktadir. Yine de hiicre
kiltirinde  kendi genomunu tamir etme
kabiliyetinde olan adenovirus gibi ¢ift sarmalli DNA
viruslarinin UV dezenfeksiyonu daha zorlayicidir
(Eischeid ve ark., 2009).

Polioksietilen (20) sorbitan monolaurat (tween
20), farmasotik formulasyonlar, gida ve kozmetik
endiistrilerinde bir emdiilsifiye edici ve stabilizator
olarak yaygin olarak kullanilan iyonik olmayan bir
ylzey aktif maddedir (Eskandani ve ark., 2013). Bu
¢alismada kimyasal ajan olarak kullanilan tween 20
ile viral DNA’ya yapilan islem sonucunda PCR’da
pozitiflik tespit edilemedi. Triton X-100, tween 20
gibi iyonik olmayan deterjanlar Tag polimeraz
enzimini stabilize eder ve %0.1-1’lik kullanimi verimi
artirabilir. Bunun yaninda istenmeyen nonspesifik
amplifikasyon da artabilir (Bickley ve Hopkins,
1999). Tween 20 DNA ekstraksiyon metotlarinda
sollisyonlarin icerisinde ve PCR reaksiyonlarinda mix
icerisinde  sulandirilarak  kullanilan ve dusik
diizeylerde bulunabilen bir ajan olmasina karsin bu
¢alismada saf halde kullaniimasi viral DNA tespitine
engel olmustur (Xin ve ark., 2003).

Sonug olarak viral DNA ekstraksiyonunda pek
cok farkli ekstraksiyon kiti ve yontem kullanilmasi
viral DNA tespitine olanak saglamaktadir. Bunlar
icerisinde arastirilan yontemlerden en yiiksek
verimlilige sahip olani konvansiyonel yéntem olarak
tespit edildi. Ticari kitler ile konvansiyonel
ekstraksiyon metotlarinin da karsilastirildigi  bu
calisma nukleik asit eldesi amaciyla konvansiyonel
metotun  siklikla  tercih  edilebilir  oldugunu
gOstermistir. Laboratuvara ulasan o6rneklerden
ylksek verimli DNA amplifikasyonu isteniyorsa viral
DNA; UV radyasyon ve kimyasal ajanlara maruz
birakilmamasi olumlu katki saglayacaktir. Elde
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edilen veriler 1s1ginda, ¢alismalarda, daha az zaman
ve is glicl gerektiren, tim laboratuvarlarda standart
olarak uygulanabilen ektraksiyon metotlarinin tercih
edilmesi dnerilmektedir.
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Yiiksek Yagh Diyet ile Beslenen Ratlarda Mate (/lex paraguariensis) Cayinin
Obeziteyi Onleyici Etkisinin Histopatolojik ve Biyokimyasal Olarak
Arastirilmasi
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Ozet: Bu calismada yiiksek yagli diyetle beslenen ratlarda, Mate yaprag (/lex paraguariensis) gayinin obezite olusumu
Uzerine etkisi histopatolojik ve biyokimyasal olarak arastirildi. Bu amagla 32 adet Wistar albino rat; Kontrol (K) (n: 8),
Yiksek Yagli Diyet (YYD) (n: 8), YYD+Mate (YYD+M) (n: 8) ve Mate (M) (n: 8) olmak Uzere 4 gruba ayrildi. Kontrol grubu
ratlar standart pelet yemle beslendi. YYD ve YYD+M grubu ratlara, 300 g/kg oraninda tereyagi eritilip yeme katilarak
enerji degeri yUksek (4165 kcal/kg) hale getirilen pelet yem verildi. YYD+M ve M grubu ratlar ise 3 gr/kg viicut agirhgi
olacak sekilde giinlik hazirlanan Mate yapragi (/lex paraguariensis) ¢ayi orogastrik sonda ile verildi. Calisma stiresince
ratlarin canh agirhk artislari izlendi. Histopatolojik olarak karacigerlerden alinan doku 6rneklerinde YYD grubunda
yaglanma, hidropik dejenerasyon ve bazi hepatositlerde koagulasyon nekrozlari goriliirken, YYD+M grubunda tek tik
yaglanma gorildi. Biyokimyasal analizlerde ALT, AST, ALP, LDH, GGT, kolesterol, trigliserit, HDL ve acglk kan glukoz
diizeyleri YYD grubunda kontrol grubuna goére belirgin diizeyde yiiksek, YYD+M grubunda ise kontrol grubuna yakin
oldugu tespit edildi. Sonug olarak, YYD ile birlikte verilen Mate yapragi (l/lex paraguariensis) gayinin ratlarda obezite
olusumunun 6niine gegebilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Antiobesite etki, Mate, Yiiksek yagli diyet.

Histopathological and Biochemical Investigation of the Effects of Mate (/lex paraguariensis) Tea

on Antiobesity Effect in Rats Fed with High Fat Diet

Abstract: The aim of this study was to investigate the preventative effect of Mate tea (l/lex paraguariensis) tea on
obesity development in rats fed with high fat diet by histopathological and biochemical methods. In this study, 32 Wistar
albino rats were divided into four groups as Control Group (C) (n:8), High Fat Diet Group (YYD) (n: 8), High Fat Diet+Mate
Group (YYD+M) (n: 8) and Mate Group (M) (n: 8). YYD and YYD+M group rats received YYD (4165 kcal/kg) containing fat
(300 g/kg) for 8 weeks. The daily preparation of Mate leaf (/lex paraguariensis) tea at the dose of 3 g/kg body weight in
rats of group YYD+M and M group was given by orogastric catheter. During the study, weight gain of the rats was
monitored. Hepatoprotective effect by llex paraguariensis tea was further supported by the almost normal histology in
YYD+M group as compared to the degenerative changes such as fattenings, hydropic degeneration and coagulation
necrosis of some hepatocyte in the YYD treated rats. Decreased levels of blood glucose AST, ALT, ALP, LDH, GGT,
cholesterol, triglycerides, HDL cholesterol and glocose were detected in YYD+M group. These findings suggested that
simultaneous treatment of llex paraguariensis attenuated hepatic fat accumulation in YYD fed rats.

Keywords: Antiobesity effect, High-fat diet, llex paraguariensis.

Giris

Kentlesme ve sanayilesme, insanlarin yasam Orgiiti (WHO) raporlarinda obezitenin 1980

tarzinda obeziteye yatkinlik olusturabilecek 6nemli
degisikliklere neden olmustur. Fiziksel aktivitenin
azalmasi, yiyeceklerin kolay ulasilabilir, bol ve ucuz
olmasi bu degisikliklerin baslicalaridir. Hizli yemek
yeme aliskanhgi, hazir gida tiiketiminin artmasi ve
yiyecek maddelerinin yiksek oranda yag ve seker
icermesi fazla kalori alimini artirmaktadir (Bell ve
ark., 2005). Enerji yoninden zengin gida tiiketimi
ve fiziksel aktivite eksikligi nedeniyle glinimizde
asiri kilolu/obez kisi sayisi artmistir. Diinya Saglik

yilindan sonra 2 kat arttig, 2008 yilinda ise 1.8
milyar insanin asiri kilolu, 500 milyon insanin ise
obez oldugu bildirilmistir. 2012 yili i¢in 5 vyas
altindaki 42 milyon gocugun asiri kilolu ya da obez
oldugu rapor edilmistir (Adiyaman, 2016).

Kandaki yiiksek kolesterol diizeyini distrmek
ve buna bagh olarak olusan patolojileri dnlemek
amaciyla medikal uygulamalar (statinler) ve diyet
gibi yontemler kullanilmaktadir. Bu amagla
sibutramin ve orlistat adh iki farkli ilag
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killaniimaktadir. Bu amagla kullanilan Amerikan
Gida ve llag Dairesi (FDA) tarafindan onayl
sibutramin ve orlistat adli iki farkh ilag
bulunmaktadir. Ancak bu ilaglarin kullanimina bagl
olarak kilo kaybi orta derecededir (Pagotto ve ark.,
2008). Kilo kaybinin orta derecede olmasi ve
medikal uygulamalarda kullanilan orlistat ve
sibutraminin yan etkilerinin fazla olmasi insanlari
oldukga ragbet goren alternatif tibba
yonlendirmistir. Butun dinya Ulkelerinde oldugu
gibi Ulkemizde de bitkisel yoéntemler oldukca
ragbet gormektedir. Yan etkilerinin az olmasi,
kullanim kolayhgi, kolay bulunabilmesi ozellikle
bitkisel seceneklerin tercih edilmesinde etkili
olmustur (Padwal ve Majumdar, 2007). Tum
dinyada oldugu gibi llkemizde de Mate olarak
bilinen “llex paraguariensis” bitkisi, kilo alimini
engellemek veya kilo vermek amaciyla cay seklinde
kullanilan bitkilerdendir (Baytop, 1994). Sili, Peru,
Arjantin, Brezilya ve Cin gibi tlkelerde dogal olarak
yetismekte olan Mate bitkisi (Evans, 2009; Padwal
ve Majumdar, 2007), ulkemizde Trabzon-Magka
bolgesinde yetismektedir (Baytop, 1994; Dauvis,
1967). Diinyanin degisik bolgelerinde hierba mate,
yerba mate, erva maté, kaiha, chimarrao ve tereré
(Bracesco ve ark., 2001), Jesuit’s Brazil Cayi, St.
Bartholomew’s ¢ayi, Paraguay cay! (LaGow, 2004),
Mate ve Hervea (Wichtl, 2004) gibi isimlerle
bilinmektedir. I. paraguariensis bitkisinin Gzerinde
yapilan ¢alismalarda bu  bitkinin  kimyasal
bileseninde o0zellikle fenolik asitler, flavon ve
flavonoller, saponinler (Argari ve ark., 2011), pirin
alkaloitleri, katesik tanenler, klorojenik asit ve
turevleri (Bastos ve ark., 2007), kafeik asit (Anesini
ve ark., 2012; Arcari ve ark., 2011) tespit edilmistir.
Halk arasinda viicuda zindelik vermek ve viicuttan
su atilimini artirarak  zayiflama amagh
kullanilmasinin yanisira (Davis, 1967), Ulser ve
enflamasyona karsi krem (Vieira, 2008) haricen
lapa seklinde de kullaniimaktadir (LaGow, 2004).
Yapilan  bilimsel c¢alismalarda bu  bitkinin;
antioksidan (Filip ve ark., 2000), antienflamatuvar
(Arcari ve ark., 2011), antimikrobiyal (Martin ve
ark., 2013), antidepresan (Reis ve ark., 2014),
antiromatizmal (Newall ve Anderson, 1996) ve
sitotoksik (Mejia ve ark., 2010; Ramirez-Mares ve
ark., 2004) etkilere sahip oldugu kanitlanmistir.
Bitki bu Ozellikleri nedeniyle; seliilite ve
yaslanmaya karsi (Bracesco ve ark., 2001),
gastrointestinal problemlerde (LaGow, 2004),
zihinsel ve fiziksel yorgunlukta (Blumenthal, 1998),
achk ve susuzluk hissini gidermede (Andersen ve
Fogh, 2001) kullanilmistir. Mate’nin  normal
dozlarda kullanildiginda herhangi bir probleme
neden olmadigl, ancak cok fazla tiiketildiginde,

korku ve gerginlik durumlari gibi psikolojik yan
etkilere, uykusuzluga ve palpitasyona sebep
oldugu bildirilmistir (Cubukgu ve ark., 2002).

Bu calismada yiksek yagh diyet ile beslenen
ratlarda Mate (llex paraguariensis) ¢ayinin
obeziteyi Onleyici etkisi histopatolojik ve
biyokimyasal olarak arastirildi.

Materyal ve Metot

Deney hayvanlari: Yerel Etik Kurulu’'ndan gerekli
izin (2015/14) alindiktan sonra Van Yazinci Yil
Universitesi Deneysel Arastirmalar Birimi’nden
ortalama 260-285 gr agirhginda Wistar-albino tiri
32 adet rat temin edildi. Deneme sliresince 12;12
saat aydinhk/karanlik 1siklandiriimasi, 22+2 °C isisi,
%45-50 nemi otomatik olarak ayarlanmis odalarda
barindirilan ratlar igin yem ve su alimi serbest (ad
libitum) birakildi. Ratlar ¢alisma baslangicinda
tartilarak agirlik bakimindan esit dagilimli olacak
sekilde gruplara ayrildi.

Bitki materyali ve yiiksek yagh diyet (YYD)
hazirlanmasi: Bitki materyali olarak Smart Kimya
Tic. ve Danigsmanlik Ltd. Sti.
(Hammaddeler.com)’den temin edilen Mate
yapragl (llex paraguariensis) kullanildi. Gunlik
olarak uygulama 6ncesinde 3 gr/kg vicut agirhg
dozda Mate yapragi cayi 8’er rat icin hesaplanarak
herbir rat i¢in 2 ml/kg oral yoldan verilecek sekilde
toplam 50 ml distile suda bir homojenizatér
yardmiyla hazirlandi (Argari ve ark., 2009). Ticari
bir yem dreticisinden temin edilen standart pelet
yem oOgutuldikten sonra 300 g/kg oraninda
tereyag eritilip yeme katilarak enerji degeri (4165
kcal/kg) yuksek hale getirilen pelet yem haftalik
olarak hazirlandi (Gunbatar ve Bayiroglu, 2014).
Calismada kullanilan rat yemi igerikleri ve enerji
degeri Tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1. Galismada kullanilan rat yemi icerikleri ve
enerji degeri.

Enerji (kcal/kg) 4165
Ham yag (%) 41.56
Ham protein (%) 18.45
Ham seliiloz (%) 6.72
Ham kil (%) 5.46

Gruplarin olusturulmasi: Ratlar her grupta 8’er
adet olmak lzere dort gruba ayrildi. Kontrol grubu
ratlar standart rat pelet yemiyle beslenirken,
Yiksek yagl diyet (YYD) grubu ratlar yliksek yagh
diyet ile beslendi. YYD+Mate grubu ratlar ise
yliksek yagh diyet ile birlikte Mate yapragi cayl
glinlik orogastrik gavaj ile verildi. Mate grubu

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2018; Cilt 7, Say1 2 155



Harran Univ Vet Fak Derg, 2018; 7 (2): 154-161

Arastirma Makalesi

ratlara, standart pelet yem ile birlikte Mate

Denemenin 0., 28. ve 60. giinlerinde ratlar tartildi

yapragl cayl ginlik orogastrik gavaj ile verildi. ve achk kan glukoz diizeyleri  olgllda.
Calismaya 8 hafta sireyle devam edildi.
Tablo 2. Mate ¢ayinin bazi serum biyomarkirlari Gzerine etkisi.
Testler Gruplar
Kontrol (n=8) YYD (n=8) YYD+M (n=8) M (n=8)
ALT (U/L) 32.75+0.86 64.3314.782 44.20%3.402b 36.50+1.56
AST (U/L) 86.25+3.12 144.34+10.36 @ 120.1045.4172b 85.25+2.60
GGT (U/L) 4.00+0.40 9.67+0.88 @ 6.20+0.382b 3.75+0.25
ALP (U/L) 199.00+17.56 416.84+34.402 259.40+26.372b 204.00+12.74
LDH (U/L) 519.25+150.19 1055.67+96.05 2 658.80142.63 2 487.50+75.05
Kolesterol (CHOL) (mg/dL) 52.50+0.65 82.00+1.46 2 63.60+4.182b 51.5042.10
LDL- kolesterol (mg/dL) 22.43%+1.09 39.52+1.482 28.17+1.432b 21.15+1.36
HDL- kolesterol (mg/dL) 24.73%£1.30 15.50+2.63 @ 21.40+3.112b 25.10%1.36
Trigliserid (mg/dL) 103.75+14.43 216.00+43.16 @ 176.40+14.42 % 120.75+5.33
Glukoz (mg/dL) 109.75+7.53 334.50+15.252 215.10+10.702b 106.75+4.20
a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda P<0.05.
b: YYD grubu ile karsilastirldiginda P<0.05.
Tablo 3. Gruplarin giinlere gore kan glukoz (mg/dL) duzeyleri ile standart hatalari.
Glukoz Gruplar
Kontrol (n=8) YYD (n=8) YYD+M (n=8) M (n=8)
1.GUN 109.25+4.11 100.50+3.64 99.48+2.98 107.50+3.07

28.GUN
60.GUN

108.00+35.54
119.754£29.58

296.75+22.02°
365.75+13.50°

208.50%£19.5220
223.37+16.382b

112.00£19.41
116.75+£20.23

a: Kontrol grubuna gore fark istatistiksel agidan anlamlidir (P<0.05).

b: YYD grubuna gore fark istatistiksel agidan anlamlidir (P<0.05).

Tablo 4. Gruplarin ginlere gore canli agirlik ortalamalari (gr).

Gruplar

Kontrol (n=8)

YYD (n=8)
OrtalamazSD

YYD+M (n=8)

M (n=8)

1. Gin 283.00£23.56
28.GUN 299.75+21.33
60.GUN 322.50+17.87

284.50+11.20
325.00+11.30°
395.37+10.21°2

277.75+12.61
303.37+10.66°
349.10+11.82°

281.50+19.50
294.50%16.05°
326.50+12.18"

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda P<0.05.
b: YYD grubu ile karsilastirldiginda P<0.05.

Biyokimyasal analizler: Deneme sonunda tim
ratlar 50 mg/kg Ketamine hidroklorit+10 mg/kg
dozunda Xylazine hidroklorit anestezisi altinda
exsanguninasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Tum
hayvanlardan intrakardiyak yoldan kanlar alindi ve
kan serumlari ¢ikarilarak Alanin transaminaz (ALT),
Aspartik transaminaz (AST), Alkalen fosfataz (ALP),
Laktat dehidrogenaz (LDH) ve Gama glutamil
transferaz (GGT), Trigliserit, Kolesterol (CHOL),
HDL-kolesterol ve  LDL-kolesterol diizeyleri
Biyokimya otoanalizériinde Abott marka ticari kitler
kullanilarak galisildi.

Histopatolojik inceleme: Ratlarin nekropsileri
yapilarak alinan karaciger doku 6rnekleri %10’luk
tamponlu formaldehit solisyonunda 72 saat
sureyle fikse edildi. Rutin takip islemi kapsaminda;

doku ornekleri alkol serilerinden gegirilerek
dehidrasyonlari; ksilol serilerinden gegirilerek
seffaflandirilmalari  saglandi ve daha sonra
parafinde bloklandi. Bu bloklardan mikrotomda
(Leica RM 2135) 4um kalinhiginda alinan kesitler
Hematoksilen-Eozin (H.E.) boyama teknigine gore
boyanarak 1sitk mikroskobunda (Nikon 80i-DS-RI2)
incelendi.

istatiksel analiz: Biyokimyasal analiz sonuglari,
merkezi egilim ve vyayillm Olglilerinden olan
ortalama ve standart sapma (X * SD) ile
degerlendirildi. Grup ortalamalari ve canh agirliklar
arasindaki farkin anlamliligi ise tek tarafli Varyans
Analizi ile (Oneway ANOVA) test edildi. Tim
istatistik analizlerde SPSS-15 paket programindan
yararlanildi (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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Bulgular

Histopatolojik  bulgular:  Karaciger dokusunun
mikroskobik gorinimi Sekil 1 (A-D)’de sunulmustur.
Kontrol grubu (Sekil 1A) ile sadece Mate verilen
gruba (Sekil 1D) ait ratlarin karaciger dokusunda
herhangi bir morfolojik degisiklige
rastlanilmamistir. Bu gruplarin karacigerlerinde;
hepatositler ve portal alanlarin yapilari normal
goriinimde ve hepatositler de vena centralis
cevresinde dizenli remark kordonlari seklinde
orgnizasyona sahipti. Remark kordonlari arasinda
bulunan sinuzoidler normal gorinim
arzetmekteydi. YYD grubundaki ratlarin
karacigerlerinde ise Ozellikle sentrilobuler ve

midzonal bolgelerdeki  hepatositlerde  yag
dejenerasyonu, bazi hepatositlerde de parankim
dejenerasyonu gorildi. Dejenerasyona ugrayan
bazi  hepatositlerin  g¢ekirdeklerinde  piknotik
degiskliklerin oldugu koagulasyon nekrozlari tesbit
edildi. Ayrica siniizoidal araliklarda daralma ve
Remark kordon yapisinda dissosiasyon vardi (Sekil
1B). YYD+M grubundaki ratlarin karacigerinde ise;
sentrilobuler ve midzonal bolgelerdeki
hepatositlerde nadiren yag dejenerasyonuna ve
hafif  dlzeyde  parankim  dejenerasyonuna
rastlanildi.  Bu gruptaki ratlarin karacigerleri
normal histolojik yapiya yakin bir gorinti
arzetmekteydi (Sekil 1C).

Bar=100 pum. B: YYD Grubu: Sentrilobller hepatositlerin sitoplazmalarinda farkli biytkliklerde yag birikimleri
(oklar ve ok baslarl) ve bazi hepatositlerde koagulasyon nekrozu (kirmizi ok), hidropik dejenerasyon ve
sintizoidlerde daralma H.E. Bar=100 um. C: YYD+M Grubu: Hepatositlerin sitoplazmalarinda farkli blyukliklerde
¢ok nadir yag birikimleri (ok ve ok basi). H.E. Bar=100 um. D: Mate Grubu: Karacigerin normal histolojik gérinumd,
H.E., Bar=100 pm.

Biyokimyasal bulgular: Deneme sonunda kontrol
ve deney gruplarinin alanin transaminaz (ALT),
aspartik transaminaz (AST), alkalen fosfataz (ALP),
laktat dehidrogenaz (LDH) ve gama glutamil
transferaz (GGT), kolesterol, trigliserit ve HDL
serum duzeyleri Tablo 2’de, belirli glinlere ait kan
glukoz diizeyleri Tablo 3’de sunulmustur.

Canh agirlik artisi degisimleri: Kontrol ve deney
gruplarinin giinlere gore canh agirhk ortalamalari
ile standart hatalari Tablo 4’de sunulmustur.

Tartisma ve Sonug

Modern toplumlarda en sik goérilen saglik
sorunlarindan biri olan obezite, gelismis ve
Glkemizin de dahil oldugu gelismekte olan
Ulkelerde, epidemik boyutlara ulasan ve sikligi
giderek artan ve kiiresel dlcekte 6nemli bir halk
saghgl sorunu olarak ortaya c¢ikan bir problemdir
(Cayir ve ark., 2011). Obezite basit olarak eneriji
alimi ve harcanmasi arasindaki dengesizlikle
baglantili olarak disinilir. Bununla birlikte,
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yapilan arastirmalar genetik, fizyolojik ve davranis
faktorlerinin de obezitenin etiyolojisinde rol
oynadigl gosterilmistir (Wilborn ve ark., 2005).
Obezite kalp, karaciger, bébrek ve pankreas gibi
bircok organin lipidle infiltre olmasina neden
olmaktadir (Fraulob ve ark., 2010).

Yiksek yagh diyetle beslenmenin obezite ile
¢ok yakindan iliskili oldugu bildirilmektedir (Dyck,
2000). Xu ve ark. (2010)'nin ratlarda yaptiklari bir
arastirmada, %52’si karbonhidratlar, %30’u yaglar
ve %8'i proteinden vyiksek yagh diyetle, %67
karbonhidrat, %10 yag ve %23 protein iceren
kontrol diyetinin etkilerini incelemisler ve yiiksek
yagh diyetle ile beslenen ratlarin  viicut
agirhgindaki  artisin ~ kontrol  grubuna  gore
istatistiksel acidan onemli oldugunu
belirtmislerdir. Woods ve ark. (2004), enerjinin
%45’ni, Briaud ve ark. (2002) ise enerjinin %58’ni
yagdan saglanacak sekilde beslenen ratlarda
kontrol grubuna goére canli agirlik artisi
sekillendigini bildirmislerdir. Canh agirliklardaki bu
belirgin artisin, deneme siiresine bagl olarak besin
ve enerji alimindaki artisla iliskili olabilecegi
bildirilmistir (Amin ve Nagy, 2009; Lee ve ark.,
2006). Literatlrde yagli diyetle beslenen sicanlarda
canlt agirhk artisi bildiren c¢alismalarin yaninda
(Altunkaynak ve ark., 2008; Cha ve ark., 2000),
yagh diyetle beslenmeye ragmen kilo aliminin
gerceklesmedigini bildiren galismalar da mevcuttur
(Omagari ve ark., 2008). Gao ve ark. (2002)'nin
yaptigl ¢calismada 6 ay slreyle %45 yag iceren diyet
ile beslenen sicanlarin 4’inde agirhk artisiyla
diyete bagh obezite gelisirken, diger 4 sicanda
agirhk artisi gézlenmemistir. Yapilan bagka bir
calismada ise 7 ay sire ile yuksek yag icerikli diyet
ile beslenen disi sicanlarda beslenme déneminin
sonunda bazi sicanlarda obezite gelismesine
ragmen, bazilarinda da gelismedigi bildirilmistir
(Cattaneove ark., 1997). Haddad ve ark. (2009), 12
hafta boyunca yiksek yagh sivi diyet ile nonalkolik
steatohepatit olusturmayi hedefledikleri ratlarda
200 mg/kg gun dozda silibinin+fosfatidilkolin
kompleksinin etkilerine bakmiglardir. Ratlarda
silibinin verilen grubun son kilosunun kontrol
grubuna gore anlamh dizeyde dlstigind, fakat
ayni calismada yuksek yagh diyet (YYD) grubuna
gore silibinin grubunda deneme sonunda kiloda
disme olmakla birlikte anlamli  olmadigini
belirtmislerdir. Kapsaisinin de obez sicanlarda
vicut yag miktarini ve vicut agirhigni azaltig
bildirilmistir (Seyithanoglu, 2015). Sunulan bu
calismada YYD ile beslenen gruptaki kilo artisi,
standart yem ile beslenen kontrol grubuna gore
daha fazla oldugu tespit edildi (P<0.05). Ayrica YYD
ile birlikte Mate verilen gruptaki siganlarin kilo
artisi kontrol grubuna yakin oldugu gorilerek

ylksek yagl beslemeyle birlikte Mate verilmesinin
kilo artisini engelledigi gortulmustdr.

Karacigerin  histopatolojik incelemelerinde
hepatositlerin %5’ten fazlasinda yag vakuollerinin
gorilmesi karaciger yaglanmasi olarak
adlandiriimaktadir (Adams, 2005). Yagh karaciger
hastaliginda basit steatozisten, steatohepatit, ileri
derecede fibrozis ve siroza kadar klinikopatolojik
bir tablo gorulebilmektedir (Duvnjak ve ark., 2007;
Tiniakos, 2010). Yaglanma sonucu olusan
inflamasyon ve fibrozis; oksidatif  stres,
mitokondrial fonksiyon bozukluklari, TNF-a gibi
sitokinler ile adiponektin, leptin gibi hormonlar
nedeniyle oldugu bildirilmektedir (Sonsuz, 2007).
Ratlarda yapilan bir galismada (Xu ve ark., 2010),
%30’u yaglardan olusan YYD ile beslenen ratlarda
ozellikle 24-48.haftalar arasinda siddetli steatozis,
16. haftadan itibaren ise hepatik fibrozis bulgular
goriilmeye baslandig bildirilmistir. Benzer sekilde
%30 yag iceren yuksek yagl diyet ile yapilan
calismada da, yiksek yagh diyet gruplarinda;
sintzoidlerde dilatasyon, vena centralis ve portal
araliklarda mononikleer hiicre infiltrasyonu ve
fibrozis gozlendigi bildirilmistir  (Altunkaynak,
2005). Omagari ve ark. (2008)'nin, vyiksek
karbonhidrath diyet ile vyiksek vyagh diyeti
karsilastirmak amaciyla yaptiklari bir calismada her
iki grupta da steatohepatitis ile ilgili steatozis,
fibrozis ve inflamasyon bulgularina rastlanildig,
ancak gruplar arasinda hem kilo alimi agisindan
hem de karacigerde histopatolojik olarak meydana
getirdikleri steatoz sikligl, lobiler inflamasyon,
hepatosit balonlasmasi ve fibroziste anlaml bir
farkhhigin  olmadigr bildirilmigtir. Sunulan bu
¢alismada YYD grubundaki siganlarin tamaminin
karaciger hepatositlerinde 06zellikle periasiner
bolgede yag vakuolleri ve hidropik
dejenerasyondan dolayr sinlizoidal araliklarda
daralma ve Remark kordon yapisinda dissosiasyon
saptanmasi, fibrozis hari¢ yukarida arastirmacilarin
bildirdikleri histopatolojik bulgular ile paralellik
arzettigi ancak fibrozis gotiilmemesi yoninden
paralellik arzetmedigi gorilmustar.

Son yillarda yagh diyet uygulanarak
olusturulmus deneysel yagh karaciger modeli
calismalarinda kullanilan bazi bitkilerin karaciger
yaglanmasini onledigi vurgulanmaktadir (Sharma
ve ark., 2013). Kafein ve kafein benzeri etken
maddeleri ihtiva eden bitkiler uygun dozda
kullanildiklarinda  kilo  kontroliine  yardimci
olabildigi, ornegin yesil ¢ayin icerdigi
epigallokatesingallat ve kafein nedeniyle vyag
metabolizmasini arttirarak kilo kontroliine neden
oldugu bildirilmektedir (Sayin, 2012). Benzer
sekilde Meksika biberi adiyla bilinen ve iginde
kapsaisin bulunan preparatlarin da termojenezisi
arttirarak  kilo kontrolline destek olabildigi
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gorilmistir (Aslan ve Orhan, 2010). Silybum
marianum ekstresinin obezite Uzerinde etkisinin
arastirildigr  calismada yiksek yagh diyetle
beslenen ratlarda lipit metabolizmasini, leptin ve
instlin diizeylerini dizenleyerek kandaki
obeziteyle iliskili parametreleri de diizeltmesiyle
karacigerde harabiyet gozlenmedigi bildirilmistir
(Sayin, 2012). Ejaz ve ark. (2009)'nin yaptiklari
calismada vyagh diyetle birlikte kurkumin
uygulamasinin farelerde hepatik steatozisi azaltigi
gosterilmistir. Sunulan bu ¢alismada da YYD+M
grubundaki  siganlarin  tamaminin  karaciger
hepatositlerinde YYD grubundakine oranla hafif
derecede mikrovezikiler yaglanma ve hidropik
dejenerasyonla birlikte bazi hepatositlerde hafif
dizeyde parankim dejenerasyonu gorilmesi,
karacigerin normal histolojik yapisinda goérilen
lopguklu goriinimi ile birlikte Remark kordon
yapisinin  bozulmamis olmasi ve kordonlar
arasindaki sintizoidlerin normal histolojik yapida
olmasi, yangi hicreleri, fibrozis ve hepatositlerde
nekroza rastlaniimamasi; yiksek yagh diyet ile
birlike Mate verilmesinin karacigerde meydana
gelebilen hasarlari 6nleyebildigi anlasiimaktadir.
Yapilan ¢alismalarda intraseliler enzimlerden
ALT, AST, LDH ve GGT; hepatositlerdeki hasara
bagli olarak seruma salinmakta ve bu enzimlerin
aktivitelerindeki artisin ise karaciger hasarinin
gostergesi oldugu ileri surilmektedir (Aras ve
Ersen, 1992; El-Sakka ve ark., 2002). Obezite
olusturulan ratlarin karacigerinde tespit edilen en
yaygin biyokimyasal bulgular; ALT, AST, ALP ve
GGT normal sinirin 2-3 kati kadar artislardir (El-
Sakka ve ark., 2002). Silymarin ile yapilan bir
calismada; hepatoseliiler kansere bagli artan
trigliserid, LDL ve VLDL seviylerini gerilettigi ve
azalan HDL diizeyini arttirdig1 gosterilmistir (Adams
ve ark., 2005). Bir diger calismada yuksek yagh
diyet grubunda trigliserid, total ve VLDL kolesterol
dizeylerinde yilikselme ve HDL kolesterol
dizeyinde kontrol grubuna gore duslsler
gozlendigi, yuksek yagh diyetle birlikte Achillea
wilhelmsii ekstresi uygulamasi ile trigliserid, total
ve VLDL kolesterol diizeylerinde diyet grubuna
gore dislsler gozlendigi dolayisiyla bu bitki
ektresinin kan lipitleri lizerinde diizenleyici bir roll
oldugu ifade edilmistir (Suzergoz ve ark., 2013).
Yiksek kolesterolli diyetle beslenen ratlarda
silymarin (Adams ve ark., 2005) ve ginsengin (Altin
ve ark., 2014) etkisinin arastirildigi ¢alismalarda
yliksek oranda kolesterollii diyetle birlikte ginseng
uygulamasinin  serum total kolesterol, LDL-
kolesterol ve trigliserid diizeyinde meydana gelen
distsler ile serum HDL kolesterol diizeyinde
artislar gérilmesi, bu bitkilerin lipid profili Gzerine
duzenleyici etkileri olabilecegi sonucuna
ulasilmistir.  Sunulan c¢alismada YYD grubu ile

kontrol grubu arasinda ALT, AST, ALP ve GGT
degerleri  karsilastirildiginda; YYD grubunda
istatistiksel olarak ylksek, YYD+Mate grubunda ise
kontrol ile benzer ya da kontrole yakin degerler
bulundu. Bu degerlerin YYD grubunda vyuksek
olmasi; bu grupta yaglanmanin/hasarin oldugunu,
YYD ile birlikte Mate verilen grupta ise
hepatositlerin bu yaglanmadan/hasardan kismen
korundugunu goéstermektedir. Mevcut calismada
YYD modeli olusturulan grupta serum kolesterol,
LDH, HDL ve trigliserid seviyelerinin de kontrol
grubuna goére yiiksek oldugu YYD ile birlikte Mate
verilen grupta bu degerlerin kontrol grubuna yakin
oldugu tespit edilmistir. Bu biyokimyasal veriler
dogrultusunda, YYD grubunda karacigerde
meydana gelen hasar nedeniyle serum enzimleri
ve lipit profili biyomarkirlarinin arttigl, fakat
YYD+M grubunda Mate’nin hepatoprotektif ve
antihiperlipidemik  etkisi sayesinde karaciger
hasarlarinin engellendigi séylenebilir.

Obezitenin en 6nemli bulgularindan biri de
santral yag dagilmi kabul edilir. Santral yag
dagilimi obezite icin 6nemli bir faktor olarak kabul
edilirken glukoz dengesinin bozulmasinda da
onemli rol oynadigl distnulmektedir. En 6nemli
klinik bulgular arasinda plazma serbest yag asidi
miktarinda artis, karaciger glukoz tretiminde artis
ve periferik insllin direnci yer almaktadir (Reaven,
1998). Ratlar Uzerinde vyapilan g¢alismalarda
obeziteyle birlikte instlin direncinin artmasiyla
serum glukoz dlzeyinin de arttigi bildirilmistir
(Gelardi ve ark., 1990). Sunulan bu calismada
serum glukoz dizeyinin YYD grubunda arttigi, YYD
ile birlikte Mate verilen grupta serum glukoz
diizeyinin kontrol grubuna gore yiiksek ancak YYD
grubuna gore daha dlsik dizeyde oldugu
gorilmistar.

Sonug olarak, yiksek yagh diyetle beslenen
ratlarda Mate (llex paraguariensis) bitkisinin
obezite olusumu (zerine koruyucu etkisinin
arastirildigl bu c¢alismada, bu bitkinin karaciger
yaglanmasini  ve kilo artisint buyik oranda
engelledigi kanisina varildi.
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Koyun ve Kegilerde Dogumun indiiksiyonu Sonuglarinin Degerlendirilmesi
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Ozet: Bu calismada, koyun ve kegilerde uygulanan rutin medikal dogum indiksiyon ydntemlerinin klinik sonuglarinin
aktarilmasi amaglanmistir. Calisma materyalini anamnez ve klinik muayene sonuglarina gore gebeligin son doneminde tespit
edilmis problemler sonucu dogum indiiksiyonu uygulanan farkh irk, yas ve gebelik sirelerindeki 11 koyun ve 6 kegi
olusturdu. Koyunlarda dogumun indiiksiyonu amaciyla 16 mg deksametazon, kegilerde ise 10 mg dinoprost uygulandi.
Dogumlarin indiksiyonu sonrasi koyunlarda 36.1+10.32 saat, kegilerde ise 34.41+2.95 saat sonra dogumlar gergeklesti.
Koyunlarin 10’u normal dogum yapti ve sadece 1 koyun glic doguma bagli sezaryen operasyonuna alindi. Kegilerin timinde
vaginal dogum sekillendi, ancak sadece 1 kegide fotal malpozisyon nedenli doguma elle midahale edildi ve bu kegide
postpartum metritis sekillendi. Koyunlardan 17 canh (10 erkek ve 7 disi) 1 610 (disi) kuzu, kegilerden ise 6 erkek, 3 disi olmak
Uzere 9 adet canli oglak elde edildi. Kuzularin viicut sicaklig§i 36.67+0.72°C; vicut agirhklari 2.90+0.50 kg; oglaklarin ise
beden isilari 36.83+0.87°C; vicut agirliklari 2.84+0.58 kg’'di. Sonug olarak, koyun ve kegilerde uygulanan rutin dogum
induksiyonlari annenin genel durumunun iyi oldugu ve olgunun acil olmadigi durumlarda tercih edilebilir. Ancak ileri
derecede saglik problemi bulunan koyun ve kegilerde sezaryen operasyonuna basvurulmasi daha uygun bir yaklasim
olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Deksametazon, Dogum indiiksiyonu, Kegi, Koyun, PGF2a.

Evaluation of Induction of Parturition Results in Sheep and Goats

Abstract: In this study, it is aimed to convey the clinical outcomes of routine medical methods of induction of parturition
applied in sheep and goats. The material of the study consisted of 11 sheep and 6 goats with different breed and age and
gestation period by which the parturitions induced according to the anamnesis and clinical examination results at the late
gestation period. In sheep, a total dose of 16 mg of dexamethasone was administered for induction of parturition whereas
10 mg of dinoprost was administered to the goats. The duration from induction to parturition averaged 36.1 + 10.32 hours
in sheep and 34.41+2.95 hours in goats. The parturitions in 10 sheep occurred normally however one sheep underwent a
cesarean section. Vaginal delivery was achieved in all of the goats, but only a case of fetal malposition was manually
intervened, and resulted postpartum metritis. There were 17 live (10 males and 7 female) and 1 dead (female) lambs from
the sheep and 9 live yeanlings (6 males and 3 female) from goats. Mean body temperature of the lambs was 36,67+0,72 ° C;
body weights 2.90+0.50 kg; body temperatures of the yeanlings were 36.83+0.87 °C; body weights were 2.84+0.58 kg. As a
result, routine induction of parturition in sheep and goats may be preferred when the general health status of the mother is
good and the case is not urgent. However, it would be more appropriate to prefer cesarean operation in sheep and goats
having health problems.

Keywords: Dexamethasone, Goat, Induction of parturition, Sheep, PGF2a.

Giris

Obstetrik uygulamalarin baslica amaglarindan
biri dogum sirasinda annenin maruz kaldig1 travmayi
en aza indirerek, mevcut gebeligin saghkli bir yavru
dogumu ile sonuglanmasini saglamaktir. Acil
sezaryen sartlarinin olusmadigl, ancak anne veya
yavru agcisindan gebeligin sonlanmasinin gerekli
oldugu durumlarda dogumun mekanik ya da
medikal olarak baslatilmasi gerekebilir (Gelegen,
2013; Karademir, 2005). Fotal membranlarin
hidropsu, prepubic tendo rupturu (Purohit, 2010;
Purohit, 2012), travma, gebelik toksemisi gibi
metabolik  rahatsizliklar,  respiratorik  distres
(Purohit, 2012; Zoller ve ark., 2015) ve uzayan
gebeliklerde (Purohit, 2012) dogum induksiyonu

endikasyon bulur. Ozellikle birden fazla yavruya
sahip gebe koyunlar (Zoller ve ark., 2015), obez
koyun ve kegiler (Lima ve ark., 2012) gebeligin
ilerleyen déneminde metabolik bozukluklara daha
egilimli olurlar (Lima ve ark., 2012; Zoller ve ark.,
2015). Travmatik yaralanma, respiratorik distres ve
gebelik  toksemisi gibi hastaliklarda dogum
indiksiyonu kigilk ruminantlar igin hayat kurtarici
bir tedavi secenegidir (Zoller ve ark., 2015).
Progesteron Uretim kaynagi tirler arasinda ve
ayni tir icerisinde gebelik donemine gore
degiskenlik gosterir. Bu nedenle koyun ve kegilerde
dogumun indiiksiyonu icin farkli yontemler tercih
edilmektedir (Purohit ve ark., 2012). Progesteron,
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kecilerde gebelik siiresi boyunca luteal yapidan,
koyunlarda ise gebeligin ilk 1/3’Gnden sonra
plasentadan salgilandigi icin kegilerde prostaglandin
ve analoglari ile dogum her dénem uyarilabilirken,
koyunlarda ise tek basina prostaglandinler
kullanilarak dogumu uyarmak yeterli olmaz (Batista
ve ark., 2011; Kastelic ve ark., 1996; Purohit, 2010;
Purohit ve ark., 2012; Sanchez-Aparicio ve ark.,
2009). Koyun ve kegilerin dogum indiksiyonunda
fotal kortizole benzer bir etki gdstererek dogumun
baglamasini saglayan kortikosteroidler,
miyometriyal kontraksiyonlari uyaran prostaglandin
F2 alfa (PGF2a) ve servikal dilatasyonu saglayan
prostaglandin E1l analoglari, progesteron
reseptorlerine baglanarak etki gosteren
progesteron reseptér blokorleri ve 3R-hidroksi
steroid dehidrojenaz enzim inhibitorleri gibi cesitli
medikal preparatlarin kullanildigi bildirilmektedir
(Currie ve Thorburn, 1973; Ingoldby ve Jackson,
2001; Salci ve ark., 2018).

Sunulan bu c¢alismada koyun ve kecilerde
doguma yakin donemde karsilasiimis patolojik
durumlar nedeniyle uygulanmis olan rutin dogum
indiiksiyon  yontemlerinin ~ klinik  sonuglarinin
veteriner pratik yapan meslektaslarimizla
paylasilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Bu ¢alismanin materyalini Bursa ili Osmangazi
ilcesindeki bir striide bulunan, planlanmis bir proje
calismasi  (Proje No: OUAP-MPMYO 2013/44)
esnasinda abdominal travma ya da genel durum
bozuklugu, halsizlik sikayetleri ile tarafimiza
sunulmus ve yapilan muayeneler sonucu dogum
indiksiyonu kararlastiriimis 4’G Merinos, 7’si Kivircik
irki; 3.04+0.56 yasinda; 61.63+8.01 kg; 144+2.92
gebelik giinliinde toplam 11 adet, koyun ve Saanen
irki; 3.16+1.32 yasinda; 60.16+13.52 kg; 145.2+1.41
gebelik glintinde 6 kegi olusturdu (Tablo 1).

Anamnezde tim olgularin doguma yakin
donemde oldugu goérildi ve yapilan rutin klinik
(beden sisi, pulzasyon, respirasyon, mukozal
membran rengi, kapillar dolum zamani, lokal lenf
yumrularinin buydkliglt ve rumen hareketlerinin
tayini) ve vaginal muayene (serviksin acikligi ve
vulvada 6dem wvarligl)) sonucunda dogum
indiksiyonu endikasyonu belirlendi. Koyun ve
kegilerin  ultrasonografik muayenesinde, yavru
canhlig, fotal kalp atimi ve yavru hareketleri izlendi
(Ingoldby ve Jackson, 2001). Laboratuar muayenesi
olarak, vena jugularis’ten alinan kan numunesinde
total l6kosit sayimi ve hematokrit dlgciim{i ile birlikte
idrarin strip muayenesi yapildi. Bu muayenelerin

ardindan, bireysel yetistiricinin de kabul etmesiyle
destekleyici tedavi (parenteral sivi elektrolit
infizyonu, oral propilen glikol vb.) baslanarak
dogumlar uyarildi.

Dogum indiksiyonu amaciyla kegilerde PGF2a
analogu (dinoprost) (Dinolytic®, Pfizer, Istanbul)
koyunlarda ise deksametazon sodyum fosfat
(Devamed®, Topkim, istanbul) viicut agirhigina gore
doze edilerek kullanildi. Uygulamaya ait detaylar
Tablo 1’'de verildi. Koyunlarda 16 mg deksametazon
ya tek doz (140. gebelik giiniinden sonra) ya da 12
saat araliklar ile tekrarlayan dozda (140. gebelik
ginidnden once), kegilerde ise tek doz 10 mg
dinoprost kullanildi. Doguma kadarki siregte tim
koyun ve keciler ayri bir boksta gézlem altina alindi.
Dogumun oldugu anki koyun ve kegilerin genel
muayeneleri ve dogumlarinin sekli kayit edildi.
indiiksiyon uygulanmasi ile dogum sekilleninceye
kadarki gegen siire belirlenerek kaydedildi. Dogan
yavru sayisl, yavrularin cinsiyeti, vicut agirliklari,
canlihk durumlari ile yavrularin genel muayene
bulgulari not edildi.

Elde edilen tim laboratuvar ve parametrik
klinik bulgularin ortalama deger ve standart
sapmalari hesaplandi. istatistiki farkin anlamlilig
IBM SPSS 23.0 istatistiki paket programinda t- testi
ile analiz edildi. Istatistiksel olarak koyun ve
kecilerin  dogum indiiksiyonu ile dogumun
gerceklestigi slire arasindaki anlamlilik t-testi ile
koyun ve kecilerden dogan yavrularin agirliklari ve
vicut sicakhklari arasindaki fark yine t-testi ile
gerceklestirildi. Anlamlilk degeri P<0.05 olarak
belirlendi.

Bulgular

Calismada dogumu uyarilan  koyunlarin
gebelikleri 144+2.92 giin, kegilerin 145.2+1.41 giin
idi. Olgularin klinige getirildiklerindeki kalp frekansi
164+11/dakika, solunum sayisi 48t16/dakika ve
beden isilari ise 38.610.6°C idi. Laboratuar
analizlerinde, total I6kosit degerleri 10.06+2.8
10°/L, hematokrit degeri %33.3%6.7, kan glukoz
degeri de 57.64+19.74 mg/dl arasinda
degismekteydi. idrardaki keton degerleri ise
2.431£0.49 olarak saptandi. Anamnez, klinik ve
laboratuar sonuglarina gore 2 kegi ve 1 koyunda
respiratuar distres, 2 kegi ve 7 koyunda subklinik
gebelik toksemisi, 1 ke¢i ve 1 koyunda gebelik
toksemisi, 1 koyunda gebelik toksemisi ve
respiratuar distres, 1 kec¢ci ve 1 koyunda da
abdominal travma mevcut idi.

Yapilan  indiiksiyon  uygulamasi  sonrasi
koyunlarda 36.1+10.32 saat, kegilerde ise

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2018; Cilt 7, Sayi 2 163



Harran Univ Vet Fak Derg, 2018; 7 (2): 162-167

Arastirma Makalesi

34.41+2.95 saat sonra dogumlar gergeklesti.
Koyunlarin 10’u normal dogum yapti ve sadece 1’i
gu¢ dogum nedenli sezaryen operasyonuna alindi.
Kegilerin timiinde vaginal dogum sekillendi, ancak
sadece 1 kecide (olgu 7) fétal malpozisyon nedenli
doguma elle midahale edilmek zorunda kalindi.
Yine bu kecide (olgu 7) postpartum metritis
sekillendi. Dogum indiksiyonu uygulanan koyun ve

kegilerden diinyaya gelen yavrulara iliskin bilgiler
Tablo 1’de verildi. istatistiksel olarak, koyun ve
kegilerin  dogum indiksiyonu ile dogumun
gerceklestigi  stre arasinda anlamh bir fark
bulunmadi (P=0.706). Koyun ve kecilerden dogan
yavrularin agirliklari (P=0.662) ve vicut sicakliklari
(P=0.631) arasinda anlamli bir fark belirlenmedi.

Tablo 1. Olgular ve dogan yavrulara ait tim bilgi ve bulgular.
P Yavrularin
Indiiksiyo Dogan Dogan dogum
Olgu indiiksiyon Kaginci Gebelik indiiksiyon n dogum & & Yavrularin 5
. . o " X . yavru yavrularin . sonrasi
no nedeni gebelik gunii yontemive dozu  arasi siire - kilosu (gr)
sayisi cinsiyeti beden isisi
(saat) o
(cq)
1 Abdominal 3 146 10 mg Dinoprost 33 1 3 3.200 38.1
travma
Abdominal 16 mg ) 3.300; )
2 travma 2. 148 Deksametazon 20 2 d;d 3.700 38.0;37.3
. . 16 mg
3 Respiratorik 3. 139 Deksametazon 34 1 3 3.100 37.2
distress
tekrarli
Respiratorik ) . 2.380; .
4 distress 2. 144 10 mg Dinoprost 33,5 2 ?; 3 2.400 36.1;36.3
Respiratorik .
5 distress 2. 144 10 mg Dinoprost 35 1 Q 2.150 35.1
Subklinik
6 gebelik 1. Son hafta 10 mg Dinoprost 31,5 1 3 3.900 37.3
toksemisi
Subklinik 2.700; ,
7 gebelik 3. 147 10 mg Dinoprost 40 3 3’9& 2.900 37';; 397'1
toksemisi 2.500 )
Subklinik
) Son 1-2 16 mg . 2.500; .
8 gebelll.<' = gin Deksametazon 21 2 ®:d 3.800 36.3;36.1
toksemisi
Subklinik
. 16 mg , 2.600; ,
9 gebelik 3. 145 Deksametazon 40 2 Q;Q 5 800 36.0; 35.9
toksemisi
Subklinik 2.300; .
10 gebelik 3. 143 Deksl:jeranEazon 44 3 933 2.700 36'31é 316'3
toksemisi 2.500 )
Subklinik 16 mg 2.100:
11 gebelik 3. 140 Deksametazon 30 2 ;48 Y 38.1;37.5
.. 2.750
toksemisi tekrarli
Subklinik 16m
12 gebelik 3. 145 & 46 1 3 3.700 36.5
L Deksametazon
toksemisi
Subklinik 16 m
13 gebelik 3. 145 € 47 1 Q 3.300 36.0
L Deksametazon
toksemisi
Subklinik 16m
14 gebelik 3. 144 g 47 1 3 2.950 37.1
L Deksametazon
toksemisi
15 Gebelik 2. 147 10 mg Dinoprost 33,5 1 3 3.500 37.2
toksemisi
Gebelik 16 mg
16 toksemisi 2 Son hafta Deksametazon ) ! ? 2.300 )
Gebelik 16 mg ) 2.800; )
17 toksemisi 2. 147 Deksametazon 32 2 %3 3.150 36.1;36.9
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Evcil hayvanlarda doguma vyakin dénemde
gozlenen  hidroallantois, hidroamnion, fotal
mumifikasyon, fétal membranlarin hidropsu, hernia,
prepubic tendo rupturu, abdominal travma,
kegilerin caprine artritis ensafilits sendromu, gebelik
toksemisi, solunum problemleri (respiratuar distres)
ve uzayan gebelik gibi patolojik durumlarda dogum
indiksiyonu uygulanmaktadir (Fthenakis ve ark.,
2012; Ingoldby ve Jackson, 2001; Jackson, 2004;
Purohit, 2010; Purohit, 2012; Zoller ve ark., 2015).
Sunulan ¢alismada koyun ve kegilerde karsilagilan
subklinik gebelik toksemisi, gebelik toksemisi,
abdominal travma ve respiratorik distress
problemleri nedeniyle dogum indiksiyonuna
basvuruldu.

Koyunlarda deksametazon, flumetazon,
betametazon ya da kortizol asetat gibi
kortikosteroidler yaygin olarak tercih edilmektedir
(Zoller ve ark., 2015). Farkli dozlarda (1.5-25 mg
arasl degismekte) deksametazon kullanilarak
dogumun uyarildigl pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir
(Harrison, 1982; Kastelic ve ark., 1996; Tsiligianni ve
ark., 2008). Doguma birkag giin kala diisik dozlarda
(1.5 mg, im.) yapilan kortikosteroid uygulamalari
basarili sonuglar verse de (Tsigliannis ve ark., 2008),
koyunlarda dogum indiksiyonu igin total 16 mg
deksametazon’un kullanilmasi tavsiye edilmektedir
(Ingoldby ve Jackson, 2001). Kegilerde ise
deksametazon, misopristol, aglepriston ve bazi
medikal preparatlar ile dogumun uyarildigi bilinse
de genellikle 5-10 mg dinoprost'un dogum
indiksiyonu icin yeterli oldugu bildirilmistir (Purohit
ve ark., 2012). GCalismamizda dogum indlksiyonu
amaciyla rutinde 6nerilen dozlar olan koyunlar igin
16 mg deksametazon ve kegiler icin 10 mg
dinoprost kullanildi. Olgu 3 ve 11’'de gebeligin 140.
glinlinden once yapilan deksametazon
uygulamalarinin  hizli  yanit vermemesi ve de
indiksiyon dogum arasi siirenin ¢ok genis araliklara
yayllmasi sebebiyle Zoller ve ark. (2015)'in onerisi
dikkate alinarak 16 mg deksametazon 12 saat
araliklar ile tekrarlayan dozlar halinde uygulandi.

Kullanilacak ilag anne ya da yavruda yan etki
olusturmamali, dogumu kesinlikle baslatmali ve
kolay uygulanabilmelidir (Silver, 1990). Gebelik
toksemisinin ileri evresinde yliksek doz ve tekrarli
deksametazon uygulamalari protein
katabolizmasinda artis meydana getirerek tGremiye
neden olmaktadir (Purohit ve ark., 2012). Ayrica
doguma vyakin zamanda vyapilmayan dogum
indliksiyonu sonucu dogum gerceklesmeyebilir,
servikal spazm gozlenebilir, postpartum retensiyo
sekundinarum sekillenebilir, laktasyon
baslamayabilir, yavru annesini emmeyebilir ve
kolostrum kalitesi de disebilir (Ingoldby ve Jackson,

2001; Tasal ve Sendag, 2012; Zoller ve ark., 2015).
Bundan dolayl dogum indiiksiyonu uygulanmadan
once olgularda klinik ve transrektal ultrasonografi
ile gebelik muayenesi yapilarak gebeligin doguma
yakin oldugunun tespiti yapildi. Yine dogum
indiksiyonu sonrasl olasi yasanabilecek
problemlerin  6niine  gegmek igin  dogum
gerceklesene kadar ve postpartum siiregte koyun ve
kecilerle birlikte dogan vyavrular yakindan takip
edildi. Ayrica belli araliklarla koyun ve kegilerin
genel muayenesi, idrar muayenesi, ultrasonografik
muayene ile yavru canhliklarinin teyidi, vaginal
muayene ile serviksin agikhginin kontroli ve imkan
dahilinde bireysel glukoz cihazi ile kan glukoz seviye
Olcimleri ve mikroskobik total I6kosit sayimlari
gerceklestirildi. Olgu  16’'nin  (koyun) genel
durumunda fark edilen kotilesme nedeniyle
sezaryen operasyonu yapildi. Ayrica olgu 7'de (kegi)
fotal maldispozisyona bagh glic dogum sekillendigi
icin doguma elle miidahale edildi.

Deksametazon’un 16 mg dozda 141. gebelik
gininde uygulanmasinin ardindan 49.0+2.18 saat
sonra (Shevah, 1974), 140. gebelik glinlnde
uygulanmasinin ardindan ise 51 saat sonra
dogumlarin gerceklestigi bildirilmistir (Kastelic ve
ark., 1996). Deksametazon’un 138. gebelik giiniinde
16 mg dozda uygulanmasini takiben 98.66+31.55
saatte dogumlar meydana gelmistir ancak
dogumlarin gerceklestigi saat genis aralklara
yayllmistir (Salci ve ark., 2018). lle de France irki
koyunlara deksametazon 144. gebelik gliniinde 4 ve
16 mg dozda uygulandiginda sirasiyla 80.62+44.04
ve 45.04+12.38 saatlerde dogumun uyarildig
bildiriimektedir (Bosc, 1972). Sunulan ¢alismada
gebeligi 14412.92 giin olan koyunlara uygulanan 16
mg deksametazon enjeksiyonu sonrasi koyunlarda
36.1+10.32 (20-47) saat igerisinde dogumlar
gerceklesti. Dogum, sadece dogumuna 1-2 gin
kalan vakalarda 20 saat icerisinde sekillendi.
Digerlerinde 31.5 saatten Once gerceklesmedi.
Gebelik stresi 140. glinden 6nce olan koyunlarda 12
saat aralikli tekrarlayan dozlar halinde uygulanan
dekzametazon sonrasi dogumun gerceklesme siresi
siraslyla olgu 11 ve 2’de 30 ve 34. saatti. Bir koyun
(olgu 17: 32. saat) haric digerlerinde dogumlar 40.
saat ve lizerinde sekillendi.

Kecilerde 10 mg PGF2a analogunun 141-142.
gebelik giinlerinde uygulanmasi sonrasi 36.17+£2.80
saatte (Arsoy Basaran ve ark., 1996) ve 142. gebelik
glininde uygulanmasi sonrasinda ise 34.8 saatte
(Alan ve Tasal, 2002) dogumlarin basladig
bildirilmistir. Farkli dozlarda 140-142. gebelik
gliniinde 15 mg PGF2a enjeksiyonu sonrasi 42-76
saat icerisinde (Bosu ve ark., 1979) ve 144. gebelik
gliniinde 2.5-5 mg PGF2a enjeksiyonunu takiben
43+11.8 ve 3518.6. saatlerde (Bretzlaff ve Ott, 1983)
dogumlarin gergeklestigi de rapor edilmistir.
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Doguma daha yakin dénemlerde ise; gebeligin 146-
148. gebelik glininde 0.5 mg dozda bir
prostaglandin analogu olan fenoprostalane’nin
subkutan yolla enjeksiyonunu takiben 31.6+0.83.
saatte dogumlarin gergeklestigi bildirilmistir (Haibel
ve Hull, 1988). Gebeligin 145. gliniinde bir baska
prostaglandin analogu olan 75 pg cloprostenol, 7.5
mg ve 3.75 mg luprostiol enjeksiyonunu takiben 33-
35 saat icerisinde dogumlarin meydana geldigi
gorialmustir. Sunulan c¢alismada gebelik gind
145.2+1.41 (144-147) olan kegilerde 34.41%2.95
(31.5-40) saat sonra 10 mg dinoprost ile uyariimis
kegilerden biri hari¢ (fotal malpozisyon nedenli
dogumu 40 saat sonra elle midahale ile
gerceklesen) dogumlar yaklasik ayni  zaman
diliminde sonuglanmistir. Ancak gebelik giini daha
ileri olmasina ragmen Arsoy Basaran ve ark. (1996)
ile Alan ve Tasal'in (2002) verileri ile yaklasik ayni
saatlerde dogumlar gergeklesmistir.

Basaril  bir dogum indiksiyonunda vyavru
canliligi etkilenmez (Silver, 1990) ancak koyunlarda
dogum induksiyonu, tahmini dogum zamanina yakin
yapilmazsa (133. giinden ©nce dogan kuzularin
6lim orani %70) premature dogacak olan yavrunun
akcigerinin gelisememis olmasi, vicut sicakligini
muhafaza edememesi, anneyi emememe ya da
kolostrumu yeterli sindirememe gibi problemlerin
ortaya ¢ikmasina neden olur (Ingoldby ve Jackson,
2001; Silver, 1990). Sekillenecek hipoksi, asidoz,
hipoglisemi, hipotermi ya da immun vyetersizlik
sonucu yavrunun kaybi s6z konusu olabilmektedir
(Silver, 1990). Gebeligin 142. gininde 6-12 mg
deksametazon’un im yolla tek enjeksiyonu ile gig
dogum olmaksizin ve yavru canhhgl etkilenmeden
dogum uyarilabilmektedir (Webster ve Haresign,
1981). Baska bir galismada, gebeligin 145. glininde
15 mg deksametazon uygulamasinda yavru dogum
agirhiginin 3.8-4.2 kg, canli dogum oraninin %92.8-
93.3 ve 1 aylk yastaki yasama oranlarinin ise %66.6-
71.4 oldugu bildirilmistir (Bailos ve ark., 2008).
Skinner ve ark. (1970) 138-140. ginler arasinda
yapilan dogum indiiksiyonu sonucu yeni dogan
vicut agirliklar arasindaki anlamh fark oldugunu,
deney grubu ile kontrol grubu yavrularinin blylime
oranlari degerlendirildiginde anlamli bir farklihk
olmadigini bildirmislerdir. Batista ve ark. (2009)
canli yavru dogum oranini dogumun uyarildig
grupta %93.9, kontrol grubunda ise %83.9 olarak
bildirmislerdir. Dogum indiiksiyonu sonrasi koyun
ve kegilerde yavru dogum agirliklarinin deney
gruplarinda daha az oldugu tespit edilmistir (Arsoy
Basaran ve ark., 1996; Rommereim ve Slyter, 1981;
Sanchez-Aparicio ve ark., 2009; Sir ve Bartlewski,
2010). Bu farklihgin indiksiyonun yapildigi giinle
iliskili oldugu, doguma yakin dénemde vyapilan
dogum indiksiyonunda yavru agirhk farkhliklarinin
gozlenmedigi (Batista ve ark., 2009), doguma yakin

olmayan dénemde yapilan dogum indiksiyonunun
ise yavru agirhigini etkiledigi bildirilmistir (Sir ve
Bartlewski, 2010). Sunulan ¢alismada, koyunlardan
18 adet kuzu (10 erkek ve 8 disi) elde edildi ve
sadece 1 kuzu 6li dogdu. Kegilerden de 6 erkek, 3
disi olmak lizere toplam 9 adet oglak dogdu. Kuzular
ile oglaklar arasinda vicut sicakliklari ve dogum
agirhklari bakimindan anlamh bir fark bulunmadi
(P<0.05).

Sonug olarak, koyun ve kegilerde uygulanilan
rutin dogum indiksiyon metotlari annenin genel
durumunun iyi ve olgunun acil olmadigi durumlarda
tercih edilebilir. Koyun ve kegilerde dogum
indiksiyonuna alinan yanit olumludur ancak
olgunun aciliyeti s6z konusu olup gebeligin bir an
evvel sonlandiriimasi gerekiyorsa dogum
indiksiyonu yerine sezaryen operasyonu yapilmasi
daha uygun bir yaklasim olacaktir.
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Siitcii ineklerde Pnémovagina ile Aglik Cukurlugu Derinligi Arasindaki iliskinin

Belirlenmesi: On Calisma
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1Uludag Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali, Gériikle Kampiisii, Bursa, Tiirkiye.

Gelis Tarihi: 11.05.2018 Kabul Tarihi: 13.06.2018

Ozet: Bu 6n calismada, ineklerde, aclik cukurlugu derinligi ile aniis ¢okiikligu 6lciimlerinin pnémovagina ile bir korelasyonu
olup olmadiginin arastiriimasi amaglanmistir. Calisma materyalini 96 adet saghkli (Grup I) ve 46 adet pndmovaginali (Grup Il)
inekler olusturdu. inekler ayrica vulva agilarina gore de grup A: 0-10° (n=62), grup B: 10-30°(n=51), grup C: 30-55°(n=22) ve
grup D: >55° (n=7) olarak derecelendirildi. Aghk ¢ukurlugu derinligi ve anls ¢okiikligu olgimleri sirasiyla: Grup 1=6.03+2.08;
5.07+1.90; Grup 11=8.07+1.84; 7.5+2.62; Grup A=5.85+2.15; 4.77+1.92; Grup B=6.75+1.93; 5.74+1.56; Grup C=8.00%£1.93;
7.32+2.28; Grup D=8.81+2.30; 10.71+1.87 cm olarak bulundu. Aclik gukurlugu derinlikleri ve anls ¢okuklugi olgimleri
yoniunden; Grup | ve Il arasinda anlamli fark bulundu (P=0.000). Grup A, B, C ve D arasinda ise aghk ¢ukurluklari derinligi
Olgtimleri bakimindan, grup A ile C ve D (P=0.000; P=0.002); anls derinligi 6l¢imleri yénlinden ise tim gruplar arasindaki
fark anlamh bulundu (P<0.05). Aghk gukurlugu Olg¢timleri ile anlis ¢okUklugu olglimleri arasinda sadece Grup | (P=0.012;
r=0.256) ve grup A’da (P=0.037; r=0.266) anlamli ve pozitif bir korelasyon bulundu. Sonug olarak, aghk ¢ukurlugu derinligi
Olgimu ineklerde pnémovaginanin tanisinda kullanilabilecek énemli bir kriter oldugu, bu amagla aghk gukurlugu ile anis
¢okuklGgu dlglimlerinin standardize edilerek birlikte kullanilmalarinin uygun olacagi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Aclik cukurlugu derinligi, Aniis ¢6kiikligii, inek, Pnémovagina, Vulva agisi.

Determination of the Correlation between Pneumovagina and Depth of the Paralumbar Fossa in

Dairy Cows: A Preliminary Study

Abstract: In this preliminary study, it was aimed to investigate whether there is a correlation between pneumovagina and
the depth of the paralumbar fossa and anus in cows. The materials of the study consisted of 96 healthy cows (Group 1) and
46 cows with pneumovagina (Group Il). The cows were also grouped according to the vulvar angle; group A: 0-10° (n=62),
group B: 10-30°(n=51), group C: 30-55°(n=22) and group D: >55°(n=7). The measurements of the depth of the paralumbar
fossa and anus were as follows respectively: Group 1=6.03+2.08; 5.07+1.90; Group [1=8.07+1.84; 7.5+2.62; Group
A=5.85%2.15; 4.77+1.92; Group B=6.75%£1.93; 5.74%1.56; Group C=8.00£1.93; 7.32+2.28; Group D=8.81+2.30; 10.71+1.87
cm. In terms of the depths of paralumbar fossa and anus, there was significant difference between Group | and Il (P=0.000).
Among the groups A, B, C and D, significant difference was found between group A and C and D (P=0.00; P=0.002) in terms
of the depth of paralumbar fossa; between all groups in terms of the depth of anus (P<0.05). There was a significant and
positive correlation between the depth of paralumbar fossa and anus measurements only in Group | (P=0.012; r=0.256) and
in group A (P=0.037; r=0.266). As a result, the measurement of the depth of the paralumbar fossa was found to be an
important criterion that can be used in the diagnosis of pneumovagina in cows and it is recommended to standardize and
use measurements of the depth of paralumbar fossa and anus together.

Keywords: Cow, Depth of the anus, Depth of the paralumbar fossa, Pneumovagina, Vulvar angle.

Giris

infertilite, siitgli inek yetistiriciliginde siklikla
karsimiza ¢ikan ve ciddi ekonomik kayiplara neden
olan bir sorundur. Enfeksiyoz infertilitenin en
6nemli sebeplerinden biri pnémovaginadir (Sheldon
ve ark., 2004; Kumru, 2009). Pnémovagina, farkh
faktorlere bagl olarak wvulva dudaklarinin ve
hymenal sfinkterin yeteri derecede
kapanmamasindan dolayl vagina igerisine hava
dolmasi ile karakterize bir patolojidir (Dehghani ve
ark.,, 2011; Demet, 2010; Kumru, 2009).
Pndomovagina sebebi ile vaginada bulunan hava
irritasyon yaratir ve bu irritasyon sonucu sekillenen
tkinmaya bagh olarak ya da hayvanin pasif

hareketleri, abdominal kontraksiyon ve relaksasyon
nedeniyle vulva dudaklarindan spontan hava girisi
ve cikisi s6z konusu olmaktadir (Kumru, 2009).
Boylece pndmovagina sebebi ile genital kanala hava
girisi ile birlikte vaginal kanala mikroorganizmalar da
girerek vaginitis, servisitis ve endometiritise yol
acarlar. Bu durum ineklerde verim kaybi, siklus
bozuklugu, suni tohumlamalara yanit alamama ve
gebe kalma oraninda 6nemli 6lglide disme olarak
yansir (Demet, 2010). Pnémovagina olusumunun
nedenleri; vulva dudaklarinin, vestibulo vaginal
sfinkterin kapanma bozuklugu, kotl perineal bolge
konformasyonu, anatomik bozukluklar, glic dogum,
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dogum sirasinda ya da darbelere bagh vulva ve
vaginanin travmatik yaralanmasi, (Dehghani ve ark.,
2011; Demet, 2010; Youngquist ve Braun, 1993),
ilerleyen yas (Kien-Nguyen ve ark., 2014) ve koéti
beslemedir. Pndmovagina gorilen ineklerin viicut
kondisyon skoru genelde 2’nin altindadir (Sheldon
ve ark., 2004). Anatomik olarak vulva, vestibular
sfinkter ve serviks, uterusun dis ortamla kontamine
olmasina yonelik mekanik engel saglayan yapilardir
(Youngquist ve Braun, 1993). Vulva agisinin aniise
olan egimi farkli nedenlere bagl olarak degistiginde;
vagina, hava ve diskiyi emmeye yatkinlagir ve
boylece vaginal kontaminasyon olusur. Vulva
dudaklari aniise dogru egik olan ineklerde, vulvaya
fekal kontaminasyon sekillenir ve bu durum
infertilite icin predispozisyondur (Dehghani ve ark.,
2011). Vulva agi 6lglimlerinin pnémovagina gelisimi
ve tespiti icin Onemli bir parametre oldugu
bildirilmistir (Kumru, 2009).

Pndomovagina olgularinda vaginada kopugin
(hava ve mukus) bulunmasi patognomonik bir
bulgudur. Hafif ve orta siddetli olgularda &strusta
koplkli cara gozlenmesi en sik karsilasilan klinik
bulgudur. Siddetli olgularda sekstel siklusun her
safhasinda hava girisi  c¢ikisinin  duyuldugu
bildirilmistir (Kumru, 2009). Pnémovagina
olgularinin tanisinda hava emme testi, vaginanin
spekulum ile muayenesinde akinti ya da hiperemi
varlig, rektal muayenede vaginadaki havanin
disariya bosaltiimasi, uterusun  transrektal
ultrasonografisinde luminal yilzeyde hiperekoik
goriinim, endometriyum sitoloji ve histopatolojik
muayenesinde endometritis i¢in yeterli sayida
notrofil bulunmasi gibi bulgulardan birinin ya da
birkaginin birden bulunmasi gorilse de (Matyar,
2009), hava giris cikisinin sirekli olmamasi ve
gozden kagirilmasindan dolayr klinik muayene
bulgularina gére pndmovagina genellikle taninamaz.
Sunulan bu 6n c¢alismada pndémovagina tanisina
yonelik yeni bir klinik bulgu elde etmek igin aglik
cukurlugu olctimleri ile negatif abdominal basincin,
pndémovaginanin yapici sebeplerinden olabilecegi
hipotezini gelistirerek, ineklerde pnémovagina ile
achk c¢ukurlugu derinligi arasindaki iliskinin
incelenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Bu 6n calisma materyalini Bursa ilinde bulunan
farkh yas (2-8 yas arasi) ve irktaki toplam 142 adet
inek olusturdu. Bu ineklerin 96’sinda pndmovagina
tespit edilmemis (Grup 1) ve 46’sinda ise vulva

dudaklarindan belirgin hava emme tespit edilerek
pnoémovagina tanisi konulmustur (Grup Il), buna
dayanarak inekler anamnez ve klinik muayene
bulgularina gére pndmovagina yoninden negatif ve
pozitif olarak siniflandirildi.

Yapilan genel muayenenin ardindan, perineal
bolgenin inspeksiyonu gergeklestirildi. Ansiin,
perineum ve vulvanin genel yapisi, Greme, yirtik vs.
gibi herhangi bir yapisal degisiklik ya da patoloji
olup olmadigl, vulva dudaklarinin kapali olup
olmadigi, wvulva kurulugu, perivaginal bolgede
herhangi bir akinti olup olmadig incelendi. Vulva
acisi dlgtimleri yapildi. ineklerin aglik gukurlugu
derinligi ve anis ¢okiiklugu olgcumleri kayit edildi.
Achk gukurlugu olgiimleri kumpas ve cetvel yardimi
ile tuber coxa’dan son kostanin ortasina oblik
sekilde  vyerlestirilen bir cetvelden aclhik
cukurlugunun en derin kismina bir dikme indirilerek
yapildi (Sekil 1).

Sekil 1. Ineklerde aghk
derinliginin 6lgim.

gukurlugu

Sekil 2. ineklerde aniis ¢okikltgiinin 8lgimii.

Anls cokaklagl, arcus ischiadicum’dan yere
indirilen bir dikme ile anis arasindaki mesafe
Olgllerek gergeklestirildi (Sekil 2). Palpasyonda;
pnémovaginanin tespiti i¢in vulva dudaklari aralanip
iceriye bastirilarak hava emme durumunun olup
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olmadigi kontrol edildi. Yapilan rutin klinik rektal ve
transrektal ultrasonografik muayenede genital
organlara ait herhangi bir patoloji olup olmadigi
kontrol edildi ve vaginaya basing uygulandiginda
vulvadan hava ya da pasif idrar ¢ikisi olup olmadigi
gozlendi. Vaginanin spekulum ile muayenesinde
vaginanin ve serviksin durumu, pndmovagina ve
Urovaginaya iliskin bulgularin  varligi, vaginitis,
hiperemi, konjesyon, vaginal akinti varligi ve varsa
akintinin karakteri tespit edildi.

inekler pndémovagina varligina gore
gruplandinldig gibi ayrica vulva agilarina gore de
grup A: 0-10° (n=62), grup B: 10-30°(n=51), grup C:
30-55°(n=22) ve grup D: >55°(n=7) olarak
derecelendirildi.

Elde edilen tiim olciimlere ait ortalama deger
ve standart sapmalar bilgisayar programinda
hesaplandi (Microsoft® Excel, 2016, USA). Grup | ve
Il arasinda acghk cukurlugu derinligi istatistiki olarak
t-testi ile grup A, B, C ve D degerlendirmeleri ise
One-Way Anova testi ile yapildi. Aglik gukurlugu ile
anis ¢okukligu olgimleri arasindaki korelasyonu
degerlendirmek icin ise Pearson korelasyon testi
kullanildi.

Bulgular

Calismada muayene edilen toplam 142 inegin
46’sinda pnémovagina tespit edildi ve pndmovagina
prevelansi %32.39 olarak belirlendi. Yapilan aglik
cukurlugu derinligi ve anis ¢okuklGgl olgim
sonuglari Tablo 1’de verildi.

istatistik analiz sonuglarina gére Grup | ve Il
arasinda achk cukurlugu ve anls derinlikleri
arasinda anlaml fark bulundu (P=0.000). Grup I'deki
achk gukurlugu derinligi ile anis ¢okikligu arasinda
anlamli ve pozitif bir korelasyon bulunurken
(P=0.012; r=0.256), grup II’de anlamli bir korelasyon
bulunmadi (P=0.754).

Grup A, B, C ve D arasinda aglk gukurluklari
derinligi olciimleri bakimindan grup A ile C ve D
(P=0.000; P=0.002) arasinda anlamli fark bulundu.
Bunun yaninda A ile B (P=0.095); B ile C (P=0.086); C
ile D (P=0.80) arasinda istatistiki agidan anlamli fark
bulunmadi. Anis derinlikleri bakimindan ise grup A
ile B (P=0.034); A ile C (P=0.000); A ile D (P=0.000); B
ile C (P=0.006); B ile D (P=0.000) ve Cile D (P=0.000)
arasinda anlamli fark bulundu (Tablo 2). Achk
cukurlugu olgimleri ile anlis ¢okuklugl olgimleri
arasinda sadece grup A’da anlamli ve pozitif bir
korelasyon bulundu (P=0.037; r=0.266). Grup B
(P=0.426), grup C (P=0.427), Grup D’de (P=0.759)
korelasyon bulunmadi (Tablo 3).

Tablo 1. Gruplara ait aghk g¢ukurlugu derinligi ve anus
¢okukligl olgimlerinin ortalama ve standart sapma degerleri.

Gruplar Aghk Cukurlugu Derinligi Aniis Cokiiklugii
(cm) (cm)

Grup | 6.03+2.08 5.07+1.90
Grup Il 8.07+1.84 7.542.62
Grup A 5.85+2.15 4.77+1.92
Grup B 6.75+1.93 5.74+1.56
Grup C 8.00+1.93 7.3242.28
Grup D 8.81+2.30 10.71+1.87

Tablo 2. Gruplara ait aglk c¢ukurlugu derinligi ve anus
¢okuklugi olgimlerine ait istatistiksel sonuglar.

Grup Aglik Cukurlugu Derinligi Anis

Karsilagtirmalari cokuklugii
Grup I-II P=0.000 P=0.000
Grup A-B P=0.095 P=0.034
Grup A-C P=0.000 P=0.000
Grup A-D P=0.002 P=0.000
Grup B-C P=0.086 P=0.006
Grup B-D P=0.067 P=0.000
Grup C-D P=0.80 P=0.000

Tablo 3: Gruplara ait acglk g¢ukurlugu ile anis ¢okuklugu
arasindaki korrelasyonlar.

Gruplar Korrelasyon (r)
Grup | P=0.012; r=0.256
Grup P=0.754; r=0.047
Grup A P=0.037; r=0.266
Grup B P=0.426; r=-0.144
Grup C P=0.427; r=0.178
Grup D P=0.759; r=-0.143
Tartisma

ineklerde karsilasilan enfeksiyéz infertilitenin
en 6nemli sebeplerinden birisi olan pndmovagina
%19.2 prevelansa sahiptir (Goncagil ve ark., 2012)
ve st sigiri yetistiriciligi agisindan onemli ekonomik
kayiplara yol agmaktadir (Demet, 2010). Calismamiz
kapsaminda degerlendirilen 142 adet inegin
46’sinda pndomovagina tespit edilmis olup bu
problemin prevelansi %32.39 olarak belirlendi.

Pnémovagina, anamnez bilgisi, perineal
bolgenin inspeksiyonu, vulvanin palpasyonu, rektal
muayene, vaginoskopi ve transrektal
ultrasonografik muayene esnasinda taninabilir
(Kumru, 2009; Youngquist ve Braun, 1993). Vulva
acisinin anise olan egimi, farkli nedenlere bagl
olarak degiserek vaginaya hava ve diski girisi icin
yatkinhga sebep olup pnémovagina
predispozisyonunu arttirir (Dehghani ve ark., 2011).
Bu nedenle vulva agisi, pnémovaginanin tanisinda
onemli oldugundan c¢alismamizda olgular vulva
acisina gore de gruplandirildi.

Farkli tiir olan kisraklarda vulvanin arcus
ischiadicum ile yapmis oldugu a¢i 10*den biyik ise,
bu olgularin pndmovaginaya predispoze oldugu ve
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fertilitesinin ise azaldigi bildirilirken (Chenier, 2009),
yine ineklerde, vulva agisi 452°den buyik olanlarin
digerlerine goére (rovaginaya predispoze oldugu
bildirilir (Gautam ve Nakao, 2009). Bunun yaninda
ineklerde yapilan bir galismada, vulva agisi 20*’den
bluyuk olan ineklerin pndmovaginaya predispoze
oldugu ve Ozellikle wvulva ag Olglimlerinin
pnémovaginanin gelisimi, degerlendiriimesi ve
tespiti icin olduk¢a 6nemli bir parametre olarak
degerlendirilmesi gerektigi bildirilmistir (Goncagul
ve ark., 2012; Kumru, 2009). Ozetle, vulvanin dorsal
ischiadic arch’a olan acgisi 10-15”den fazla ise
pnémovagina ve dolayisiyla  sekillenebilecek
sekonder endometritis gozlenebilir (Kumru, 2009).
Yapilan bir ¢alismada pnémovaginali 27 inekten 10
tanesinde vulva agisi 30° (%37), ve 17 tanesinde ise
45° (%62.9) olarak bulunmustur (Dehghani ve ark.,
2011). Sunulan g¢alismamizdaki ineklerde vulva agisi
0-10° olanlar pnémovagina yoninden saghkli, 10-
3092 arasindaki inekler pndmovaginaya predispoze
olarak degerlendirilirken, 30-55° ve 55%den buyuk
olanlar pnoémovagina yoniyle pozitif olarak
degerlendirildi. Bulgularimiz yénuyle ise; vulva agisi
10”ye kadar olan 62 inekte pndmovagina tespit
edilmedi, 10 ile 30° arasinda olan 34 inekte
pnémovagina negatif (-) ve 17’sinde pnémovagina
pozitif (+) olarak degerlendirilirken, 30°den biylk
olan 29 inekte ise pndmovagina saptandi

Klinik muayene bulgularina gore
pnémovaginanin tespiti yapilabilmektedir
(Youngquist ve Braun, 1993) ancak vaginada
havanin sirekli bulunmayisi klinisyenler agisindan
yaniltici ve dolayisiyla klinik muayene bulgularina
gbre pnomovaginanin tanisini  zorlastiran  bir
durumdur. Bu nedenle; negatif abdominal basincin
olasi pnédmovagina yapici etkisi (Goncagul ve ark.,
2012) dusuntlerek ek bir bulgu olarak aghk
cukurlugu Olgimlerinin pnémovagina ile iliskisi
sunulan calismamizda degerlendirmistir. Dogumdan
sonra uterus hizla invole olur ve laktasyon sirasinda
kotu kaliteli ve az miktarda kaba yem ile beslenen
ineklerde, negatif enerji dengesi, viicut kondiisyon
skorunda disme ve abdominal yag depolarinda
azalma olusur. Bu abdominal bosluk hacmindeki
azalma orta dereceden vyiksek dereceye varan
negatif abdominal basinca sebep olur. Bu da
hymenal ve vulvar kapanma vyetersizliklerinde
vaginadan hava emilmesine yol acar (Goncagul ve
ark., 2012). Aclik cukurlugu Olcimleri,
pndémovaginal ineklerde (Grup Il) 8.07+1.84 cm ve
saglikh ineklerde (Grup 1) 6.03+2.08 cm olarak
belirlendi. Aclik cukurlugu Olglimlerinin
pnémovagina pozitif olan Grup IlI'de anlamli bir
sekilde daha derin oldugu belirlendi (P=0.000). Aglik

gukurlugu  oOlgumlerini  vulva acisina  gore
gruplandirildiginda grup A ile C (P=0.000) ve D
(P=0.002) arasinda anlamh fark oldugu ve
Olgcimlerin grup C ve D’de daha derin oldugunu
tespit edildi.

Siddetli pnodmovagina olgularinda ineklerin
perineal bdlge konformasyonunda degisikligin
maksimum olmasi, 6zellikle bu ineklerde antsin
craniale dogru egimlenmesi, anisiin  vulvayi
gerdirmesiyle birlikte vulvanin  bilylk olctde
acillanmasi, ayrica perianal yag dokusundaki
azalmaya bagh olarak perineal atrofi sekillenmesi
(Goncagul ve ark., 2012; Kumru, 2009), sunulan
galismada da benzer bir durumun  aghk
gukurlugunda olabilecegi ihtimalini
disindirmastidr.  Sunulan  ¢alisma  bulgular
incelendiginde aniis ¢okiklGginin pnémovaginali
ineklerde (Grup Il) anlaml bir sekilde daha derin
oldugu gorulmistir (P=0.000). Ayrica inekler vulva
acllarina gore gruplandirldiginda da,
pndmovaginanin siddeti ile anis derinligi arasinda
dogru orantili bir durum saptanmigtir.

Sonug olarak, bu 6n galisma bulgularn dikkate
alindiginda aglik cukurlugu ve anls derinligi
pnémovaginal ineklerde daha fazla
gozlemlenmistir. Bu nedenle, aglik cukurlugu ve
anus derinligi ol¢imi ineklerde pndmovaginanin
tanisinda bir belirteg olarak diger tani yontemlerini
destekleyen ve klinik sahada kullanilabilecek
Ozellikte Olgim ydntemidir. Ancak, glin igerisinde
yem alimina bagl olarak degisebilen aghk ¢ukurlugu
derinligi ve anis ¢okiaklugh dikkate alinarak,
Olcimlerin  standardize edilmesinin  gerekliligi
kanaatine variimigstir.
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Abstract: This study was carried out to determine the biometric parameters and intrarenal segmentation of the renal
arteries of kidney in the Red fox (Vulpes Vulpes Leinnoleus 1758). Corrosion cast method was applied to fourteen kidneys. It
was found that the means for diameter of the aorta abdominalis, arteria renalis dextra and arteria renalis sinistra were 6.09
mm, 2.45 mm and 1.94 mm, respectively. Arteria renalis dextra was longer than the left artery. The renal arteries were
divided into the dorsal and ventral branches. Both dorsal and ventral branches gave off the arteria interlobaris, arteria
arcuata and arteria interlobularis, respectively. The right dorsal branch gave off 6 to 7 segmental arteries, the right ventral
branch 5 to 7 segmental arteries, the left dorsal branch 6 to 8 segmental arteries and the left ventral branch 4 to 7
segmental arteries. Double renal arteries were determined in 3 of 10 (30%) kidneys but only on the left side. As a result,
arterial vascularization of red fox kidneys was examined and similarities and differences with other animal species were
determined.

Keywords: Aorta abdominalis, Arteria renalis, Division, Kidney, Red fox.

Anadolu'daki Kirmizi Tilki (Vulpes Vulpes Leinnoleus 1758) Bébrek Arterlerinin intrarenal

Segmentasyonu

Ozet: Bu calisma Kizil tilkinin (Vulpes Vulpes Leinnoleus 1758) bobrek arterlerinin biyometrik parametrelerini ve intrarenal
segmentasyonunu belirlemek amaciyla yapildi. Ondort adet bobrege ait arterlere korozyon kast yontemi uygulandi. Aorta
abdominalis ile arteria renalis dextra ve arteria renalis sinistra’nin  g¢aplarinin ortalamalari sirasiyla 6.09 mm, 2.45 mm ve
1.94 mm olarak o6lguldi. Arteria renalis dextra arteria renalis sinistra’dan daha uzundu. Renal arterler dorsal ve ventral
dallara ayrilmaktaydi. Dorsal ve ventral dallar sirasiyla arteria interlobaris, arteria arcuata ve arteria interlobularis’l
vermekteydi. Sag dorsal dal, 6-7 segmental artere, sag ventral dal 5-7 segmental artere, sol dorsal dal 6-8 segmental artere
ve sol ventral dal ise 4-7 segmental artere boliinmekteydi. Duble bobrek arteri 10 (% 30) bobrekten 3'linde, sadece solda
tespit edildi. Sonug olarak, kizil tilki bdbreklerinin arterial vaskularizasyonu incelenerek, diger hayvan tirleriyle olan
benzerlik ve farkliliklari ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Aorta abdominalis, arteria renalis, bébrek, kirmizi tilki, segmentasyon.

Introduction

The kidneys are fed by the arteria renalis
dextra et sinistra originating from the aorta
abdominalis (Aksoy and Ozudogru, 2003; Aslan,
1995; Atalar and Yilmaz, 2004; Christensen, 1952;
Fuller and Huelke, 1973; Jain and Singh, 1987,
Kurtul et al., 2002; Nickel et al., 1981; Ozdemir et
al., 2009; Ozudogru and Ozdemir, 2005; Ozudogru
et al., 2017; Reis and Tepe, 1956; Shively, 1978;
Singh et al., 1982; Wiland and Indykiewicz, 1999).
Renal arteries arrise sometimes double or multible
renal artery (Brudnicki et al., 1986; Goscicka and
Tomasik, 1979; Pollak et al., 1986; Reis and Tepe,
1956; Sajjarengpong and Adiektaworn, 2006;
Wiland et al., 1996; Wiland and Indykiewicz, 1999).
The renal arteries give rise to the ventral and dorsal
branches before entering at the kidney’s hilus.

Ventral and dorsal branches are separated into
interlobar, arcuate and interlobular arteries,
respectively (Evans and Christensen, 1993;
Hadziselimovic and Cus, 1975; Maros et al., 1984;
Horacek and Earle, 1987; Marques-Sampaio et al.,
2007; Mazensky and Flesarova, 2017; Pereira-
Sampaio et al., 2004; Smith, 1999). Although many
articles on fox kidney arteries have been published
in the literature (Brudnicki et al, 1996;
Hadziselimovic and Cus, 1975; Nowicki, 2005;
Wiland et al., 1996), there are no reports on the
details about this vessel’s segmentation, biometric
parameters and relationship with fox kidney. We
have aimed to examine the biometric parameters
and intrarenal segmentation of renal arteries in Red
Fox.
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Materials and Methods

Red foxes brought to the clinic of Ataturk
University Veterinary Faculty for treatment but not
able to be treated were sent to Department of
Anatomy. In the study, kidneys of seven adult foxes
were used without gender differences. Corrosion
cast method was applied to the arteries of the
kidneys (Nerantsiz et al. 1978, Sindel et al. 1990,
Tompset 1970). The arteries were washed with
0.9% salt solution via a cannula placed in the aorta
abdominalis. The renal arteries were injected with

takilon, 20% powder monomethyl-methacrylate
and 80% liquid polymethyl-methacrylate.
Polymerization was carried out at room

temperature for 24 hours to these materials. They
were exposed to corrosion at 30% KOH at 60 ° C for

Results

The biometric parameters and intrarenal
division of the arteria renalis in the Red Fox was
investigated. The diameter and lengths of the
arteriae renales and their branches had been given
in the Table 1 and 2. It was determined that aorta
abdominalis was 6.09 mm diameter, arteria renalis
dextra was 2.45 mm diameter and arteria renalis
sinistra was 1.94 mm, on average in Red fox. The
distance of arteria renalis dextra et sinistra was 5.56
mm. Arteria renalis dextra was 2.09 cm far from the
hilus and arteria renalis sinistra was 2.08 cm. Arteria
renalis dextra slightly arose cranial to the arteria
renalis sinistra and was longer (Figure 1, 2). Arteria
renalis dextra et sinistra gave dorsal and ventral
branches after 1.46 cm and 1.19 cm from the hilus

24-48 hours. for 24 hours 48 hours and then respectively. Furthermore, in three samples, ventral
washed with tap water. These materials had and dorsal branches of arteria renalis sinistra arose
photographed. An electronic calibrator was used from abdominal aorta directly (Figure 1, 2).
for measurements. Descriptive statistics have been
made with the help of excel program.
Table 1. Biometric parameters of the aorta abdominalis, arteria renalis dextra et sinistra.
Character 1 2 3 4 Mean 5 6 7 Mean
Diameter of aorta abdominalis  5.44 5.84 5.72 5.34 7.23 6.92 6.12 6.09
(mm)
Diameter of arteria renalis dextra  2.09 2.19 2.28 1.98 291 3.24 2.45 2.45
(mm)
Diameter of arteria renalis 2.04 1.98 2.13 1.62 1.94 Dorsal 2.00 2.78 1.94 2.34
sinistra (mm) branch

Ventral 134 235 1.67 1.78

branch
Table 2. The number and lengths of the arteriae renales and their branches.
N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 M

6d 6s 7d 7s 1d 1s 5d 5s ad 4s 2d 2s 3d 3s

D 2.23 1.90 268  2.08
v 2.19 1.75 243 212
L 167 140 183 135 2.37 210 189 136 3.18 2.52 3.32 2.09
W 118 1.03 125 101 1.09 119 114 119 178 double 1.44 double 1.84 double 1.29
Dn 5 4 6 5 6 6 7 6 6 6 6 8 6 7 6
Vn 5 4 5 5 6 5 7 6 5 4 7 7 5 7 5.57
X 443 537 462 3.00 7.35 712 7.03 556

N: Number of kidney, D: Length of the dorsal branch before giving the first interlobar artery (cm), V: Length of the ventral branch before
giving the first interlobar artery (cm), L: Length of arteria renalis from its origination to the hilus of the kidney (cm), W: Length of arteria
renalis dextra et sinistra before bifurcating the dorsal and ventral branch, Dn: Number of arteria interlobaris originating from the dorsal
branch, Vn: Number of arteria interlobaris originating from the ventral branch, X: Distance between the origins of the arteria renalis dextra

et sinistra, M: Mean value, d: Right, s: Left.

It was observed that right dorsal branch gave ventral

branch ramified as 4 to 7 left arteriae

off 6 to 7 arteriae interlobares dextra, the right
ventral branch ramified as 5 to 7 arteriae
interlobares dextra, the left dorsal branch gave off 6
to 8 left arteriae interlobares sinistra and the left

interlobares sinistra (Figure 3-6). In one sample, 2
arteriae interlobares were found to be fed from the
ventral branch of the arteria renalis sinistra for the
dorsal surface of the kidney.
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Figure 1. Ventral view of the intrarenal branches of the
renal arteries. a. Aorta abdominalis, b. arteria renalis
dextra, c. Right ventral branch, d. Right dorsal branch, e.
Left ventral branch, f. Left dorsal branch.

Figure 4. Dorsal view of the arteria renalis dextra. a. Right
dorsal branch, b. Right dorsal interlobar arteries, c. Right
dorsal arcuate arteries, d. Right dorsal interlobular
arteries.

Figure 2. Dorsal view of the intrarenal branches of the
arteriae renales. a. Aorta abdominalis, b. Arteria renalis
dextra, c. Right ventral branch, d. Right dorsal branch, e.
Arteria renalis sinistra, f. Left ventral branch, g. Left dorsal
branch.

Figure 5. Dorsal view of the arteria renalis sinistra. a. Left
dorsal branch, b. Left dorsal interlobar arteries, c. Left
dorsal arcuate arteries, d. Left dorsal interlobular arteries.

Figure 3. Ventral view of the arteria renalis dextra. a.
Right ventral branch, b. Right ventral interlobar arteries,
c. Right ventral arcuate arteries, d. Right ventral
interlobular arteries.

Discussion

Nowicki (2005) reported that diameter of the
aorta abdominalis; arteria renalis dextra et sinistra
were 6.41 mm, 3.05 mm and, 2.71 in wild fox and

Figure 6. Ventral view of the arteria renalis sinistra. a. Left
ventral branch, b. Left ventral interlobar arteries, c. Left
ventral arcuate arteries, d. Left ventral interlobular
arteries.

5.46 mm, 2.87 mm and 2.82 mm in silver fox on
average respectively. We found that diameter of
the aorta abdominalis; arteria renalis dextra et
sinistra were 6.09 mm, 2.45 mm and 1.94 mm on
average, respectively. In addition, in three
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materials, the ventral and dorsal branches of the
arteria renalis sinistra arose directly from aorta
abdominalis. Diameters of dorsal and ventral
branches were found 2.34 mm and 1.78 mm on
average, respectively.

In the literature, frequency of double arteriae
renales have been shown to be (Christensen, 1952),
24.79% (29 from 117 kidneys in dogs); (Reis and
Tepe, 1956), 12.80% (64 from 500 dogs); (Shively,
1978) 13.40% (67 from 500 dogs ); (Brudnicki et al.,
1986), (in racon dogs), (Pollak et al., 1986), 23%
(184 from 800 kidneys); (Ulutas et al., 1987), 16.3%
(14 from 92 kidneys); (Brudnicki et al., 1996), (in
blue fox), (Wiland and Indykiewicz, 1999), 20% (7
from 35 dogs ); (Aksoy and Ozudogru, 2003), (1
from 12 kidneys in Van cats); (Bordei et al., 2004),
20% (54 from 272 kidneys); (Sajjarengpong and
Adiektaworn, 2006), 9.72% (14 from 144 dogs);
(Marques- Sampaio et al., 2007), 11.6% (11 from 95
kidneys in dogs). In the present research, frequency
of double renal arteries was 30% (3 from 10
kidneys). In the present study double arteria renales
were observed only on the left side. Christensen
(1952), Reis and Tepe (1956), Shively (1978), Wiland
and Indykiewicz (1999), have reported the
observation of double arteriae renales on both
sides in dogs, in humans,, but they had stated that
the incidence of double arteriae renales was higher
on the left side than on the right side. Similar to the
findings of our study, on the otherhand, Wiland and
Indykiewicz  (1999) and Sajjarengpong and
Adiektaworn (2006), observed double arteriae
renales in minks and in dogs, respectively, only on
the left side. Reis and Tepe (1956), Wiland and
Knasiecka (1970), Shively (1978), Brudnicki et al.
(1986), Sampaio and Passos (1992) have reported
the observation oftriple and multiple arteriae
renales, although we did not observe multiple
arteriae renales in this study. Arteria renalis dextra
was found longer than arteria renalis sinistra in our
study. Christensen (1952), (in dog); Fuller and
Huelka (1973), (in rat, cat and dog); Singh et al.
(1982), (in dog, rabbit, pig and goat); Paryani (2012)
in one humped camel; Aksoy et al. (2004), (in Tu;j
sheep); Sajjarengpong and Adirektaworn (2006), (in
dog) have also similar findings in their studies.
Although, Aksoy and Ozudogru (2003), (in Van cat);
Ozudogru and Ozdemir (2005), (in wolf); Ozdemir et
al. (2009), (in Kangal dog) reported that arteria
renalis sinistra was longer than arteria renalis
dextra. By examining 288 kidneys in dogs
Sajjarengpong and Adirektaworn (2006) reported
that arteriae renales dextra were separated from
the aorta abdominalis before the arteria renalis

sinistra in 69.23% of the samples, while in 30.76%
arteria renalis dextra et sinistra emerged from the
aorta abdominalis at the same level. In this study,
arteria renalis dextra was separated from the aorta
abdominalis before the arteria renalis sinistra.

Fuller and Huelke (1973) reported that 4
segmental arteries arise from both the dorsal and
ventral branches of kidney in the cat; Christie (1980)
stated that kidney arteries form dorsal and ventral
branches before entering the hilus, and that the dog
gives 4 to 6 interlobar or arteriae arcuatae; Evans
and Christensen (1993) determined that gave off 7
segmental arteries in the dog; Aksoy and Ozudogru
(2003) found that the right dorsal branch gave off 3
to 5, right ventral branch 4 to 6, and, left dorsal
branch 3 to 6, left ventral branch gave off 3 to 4
arteriae interlobares in the Van cat; Ozudogru and
Ozdemir (2005) observed that the right dorsal
branch gave off 5 to 7, right ventral branch 4 to 5,
and, left dorsal branch 6 to 9, left ventral branch
gave off 7 to 8 arteriae interlobares in the wolf and
Ozdemir et al. (2009) reported that the right dorsal
branch was 5-6, the right ventral branch 4-6 and the
left dorsal branch 5-7, and the left ventral branch
was 6-8 arteriae interlobares in the Kangal dog. In
the study, it was showed that the right dorsal
branch gave off 5 to 7 arteriae interlobares, the
right ventral branch gave off 5 to 7 arteriae
interlobares, left dorsal branch 4 to 8 arteriae
interlobares and left ventral branch 4 to 7 arteriae
interlobares. Aslan (1995) reported that the arteria
renalis gave off the ventral and dorsal branches
1.36 cm away from aorta abdominalis while the
distance from the point where the dorsal and
ventral branches separated to hilus of the kidney
was 2 cm in the dog. Kurtul et al. (2002) showed in
their study, the distances of arteria renalis dextra
and sinistra from their dorsal and ventral branches
were 2.3-2.5 cm 1.7-1.8 cm, respectively in the dog.
Aksoy and Ozudogru (2003) reported that the
dorsal branch was 0.55 c¢cm in the first arteria
interlobaris, 0.39 cm in the ventral branch, and 1.75
cm in the renal hilus in the Van cat. Aksoy et al.
(2004) showed in their studythat the arteria renalis
dextra was separated to the dorsal and ventral
branches 1- 1.14 cm far from the hilus, the left one
gave rise to the dorsal and ventral branches 1.3-1.7
cm in the Tuj sheep. Aksoy et al. (2004)
demostrated that length of the dorsal branch
before giving the first arteria interlobaris was 0.72
cm, length of the ventral branch 0.75 cm, and
length of the arteria renalis from its origination to
the hilus of the kidney was 2.34 cm in the Tuj sheep.
Ozudogru and Ozdemir (2005) reported that the
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dorsal and ventral branches of the arteria renalis
dextra are 2.5-3.5 cm, the dorsal and ventral
branches of the arteria renalis sinistra are 3.5-4 cm;
1.9-2 cm in the right dorsal branches, 1.5-1.6 cm in
the right ventral branches, 1.8-2.1 cm in the left
dorsal branches, and 1.6-1.7 cm in the left ventral
branches away from the hilus in wolf. Sajjarengpong
and Adirektaworn (2006) determined that the
lengths of arteria renalis dextra and sinistra from
the aorta abdominalis to kidney in male and female
dogs were 4.01 and 3.66 cm as well as 3.98 and cm
3.56 cm respectively. Ozdemir et al. (2009) reported
that the arteria renalis dextra had dorsal and
ventral branches after a distance of 2-2.5 cm from
the hilus and 2.2-2.7 cm from the arteria renalis
sinistra in the Kangal dog.

In this study, arteria renalis dextra was 1.46 cm
from the hilus and the arteria renalis sinistra was
1.19 cm away from the dorsal and ventral branches.
Arteria renalis dextra was 2.65 cm and the arteria
renalis sinistra was 2.09 cm away from the hilus.
The mean distance between the origins of the
arteria renalis dextra et sinistra was 5.56 mm. As a
result, arterial vascularization of red fox kidneys
was examined and similarities and differences with
other animal species were determined.
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Akrep Antivenomunun immunassay Yontem Uzerindeki interferans Etkisinin

Deneysel Arastirilmasi
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Ozet: Skorpionizmde 6zgiin tedavi yéntemi antivenom kullanimidir. Antivenomlarin klinik olarak alerjik reaksiyonlara yol
actigl bilinse de antikor 6zelliginden dolayr immunassay 6lgim yontemlerinde olusturabilecegi interferans etkisi
bilinmemektedir. immunassay metotlar hormon, kardiyak markir, tiimér markiri ve pek ¢ok biiyiik molekiillii parametrenin
Olgulmesinde kullaniimaktadir. Birgok ¢alismada farkl antikorlarin neden oldugu interferans gosterilmis fakat ayni durumun
antivenomlar tarafindan da olabilecegi gosterilmemistir. Bu ¢alismanin amaci akrep antivenomunun immunassay yontemde
interferans olusturma potansiyelinin deneysel olarak arastiriimasidir. Bu ¢alismada akrep antivenomunun 23 adet
immunassay test lGzerindeki interferans etkileri incelendi. Calisma sonucunda serbest T3 seviyesi yiiksek titre antivenomda
%13.09’'luk bir sapma gosterdi. Fertilite testlerinden progesteron seviyesi dislik titrede %10.58 oraninda, testosteron
seviyesi %14.57 oraninda negatif interferansa ugramistir. Parathormon seviyelerinde disiik ve yiiksek titre antivenom
maruziyetinde %11-16 arasinda negatif interferans gézlenmistir. Kiitle kreatin kinaz MB testi %7.35-21.58 oraninda negatif
interferansa, troponin | testi %3-8.9 oraninda pozitif interferansa ugramistir. Ozellikle kardiyak testlerin yanlis negatif
bulunmasi kardiyak komplikasyonlarin atlanmasina neden olacagindan hayati 6neme sahiptir. TUmor markirlari iginde en
¢ok negatif interferansa maruz kalan test %28.65-28.9 orani ile kanser antijeni 19-9 oldu. Cogu klinisyen tarafindan
bilinmeyen interfernas etki immunassay testlerde hatali 6lgime neden olabilecek birer risk faktoridiir. Tedavi sirasinda
olusabilecek bu tiir durumlarla karsilasmamak igin hastane bilgi yonetim sistemleri ile klinisyenler dnceden uyarilabilir.
interferansin neden oldugu hatali test sonuglari malpraktislerle karsilasma riskini arttirmaktadir. Sonug olarak klinisyenler
immunassay tekniklerden daha iyi yontemler bulunana kadar laboratuvar testlerini degerlendirirken interferansa karsi
dikkatli olmalidir.

Anahtar Kelimeler: Skorpionizm, Antivenom, interferans, immunassay.

Experimental Investigation of Interference Effect of Scorpion Antivenom on Immunoassay Method

Abstract: The original treatment of scorpionism is intravenous antivenom infusion. It is known that antivenom causes
clinically allergic reactions, however potential interference effect of scorpion antivenom is unknown . The aim of present
study was to investigate the potential of antivenom interference in immunosassay methods. In this study, 50 uL and 100 uL
scorpion antivenom was added to 23 immunassay tests used for measuring T3, progesterone, testosterone, parathormone,
creatin kinase, cancer antigen and troponin-I concentrations. The free T3 level showed a deviation of 13.09% in high titer
antivenom.Progesterone levels were low in the fertility test at 10.58% and testosterone level was 14.57% at the low level.
Rate of free T3 deviation was 13.09% in high titer of antivenom. In fertility tests, it was observed that levels of progesterone
and testosterone decreased between 10.58-14.57% in low titre antivenom exposure. Negative interference was observed
between 11-16% in low and high titre antivenom at parathomone levels.Mass creatine kinase MB test exposured 7.35-
21.58% negative interference and troponin-I test introduced positive interference. Especially, the false negative results of
cardiac test have a vital proposition because it will cause cardiac complications to be skipped. The most negative
interference was observed for Cancer Antigen 19-9 concentration with a rate of 28.65-28.9%. For all immunoassay
measurements, every antibody is a risk factor that cause false negative or positive test result. Therefore, clinicians should
be careful to confirm diagnostic laboratory tests until better methods than immunoassay techniques are found.

Keywords: Scorpionism, Antivenom, Interference, Immunoassay.

Giris

Skorpionizm  dinyanin  bazi  bdlgelerinde Skorpionizm maruziyetinde intraven6z antivenom

yaygindir ve gercek bir halk saghg problemidir.
Multiorgan disfonkiyonuna neden olarak oliimle
sonuglanabilmektedir (Khattabi ve ark., 2011). Bu
tir vakalarda tek tedavi segenegi antivenom
kullanimidir (Theakston ve ark., 2003). Elde edilen
antivenomun antidotal fraksiyonu, tam IgG, Fab
veya F (ab) 2'dir. (Gutiérrez ve ark., 2003).

uygulanmasi ile sistemik belirtiler 6-24 saat icinde
kaybolmasina ragmen, multiorgan disfonksiyonu
acisindan takip gereklidir (Valikhanfard-Zanjani ve
ark., 2016). Venom organlara zarar verdigi gibi
antivenomlar da alerjik ve anaflaktik reaksiyonlara
neden olabilmektedir. Antivenom tedavi sonrasi
organ fonksiyonlarinin monitdrizasyonunda
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diagnostik ve prognostik olarak o6nemli olan
laboratuvar parametrelerinin ne kadar interfere
oldugu hakkinda yeterince veri bulunmamaktadir.
immunassay yéntemin kullanildigi  analizlerde
interferans pek ¢ok klinisyen tarafindan farkinda
olunmayan hatta bilinmeyen ciddi bir sorundur
(Ismail ve ark., 2002). interferans, “6rnekte bulunan
bir maddenin, analit icin genellikle konsantrasyon
veya aktivite olarak ifade edilen, sonucun dogru
degerini degistiren etkisi” olarak tanimlanmaktadir
(Thompson ve ark., 2008). immunassay metotun
kullanildigi  kitler, kompleks biyolojik reaktifleri
(6zellikle immunglobulinler) icerdiklerinden dolayi
Olcim sirasinda baska kompleks molekiillerle
interferansin farkh turlerine hassasiyet
gostermektedirler. immunglobulinler, immunassay
metotun reaktiflerinde enzim isaretli
immunglobulinler ile yarisarak veya
immunkompleks olusturarak test sonuglarinda
yanhs pozitiflik veya yanlis negatiflik olusturabilir
(Garcia-Gonzélez ve ark., 2016; Sturgeon ve ark.,
2011). interferans bu sekilde dogru test sonucunu
gizleyerek gereksiz klinik arastirmalara ve hasta icin
uygunsuz tedaviye yol acabilir. immunoglobulin
icerikli ilaglarin parenteral uygulanmasindan sonra
analit Olcimiu yapildiginda immunassay metotlar
kullanihyorsa interferansin  mimkin olabilecegi
dislinllerek hastaya yaklasiimalidir. Bu ¢alismanin
odak noktasi immunglobulin igerikli akrep
antivenomunun kemilliminesans akrodinyum ester
tekniginin  kullanildigi immunassay yonteminde
olusturdugu interferansin deneysel olarak
arastiriimasidir.

Materyal ve Metot

Deneysel olarak dizayn edilen galismada 5 cc
seviye 3 hormon kontrol soliisyonu (BIORAD lot no:
40323, Irvine, CA) ve troponin | icin kardiyak markir
kontrol soliisyonu (BIORAD cardiac markers plus
controls lot:23662, Irvine, CA) kullanildi. Liyolifilize
kontrol sollisyonu 5 cc grade 1 distile su ile
sulandirildi ve 1 saat oda sicakliginda bekletilerek
rotator ile homojenize edildi. Daha sonra diliisyonel
etkiyi ortadan kaldirmak i¢cin 1 cc kontrol
soliisyonuna 50 ul distile su eklendi ve ADVIA
Centaur XP (Siemens, Washington, DC) hormon
otoanalizériinde 23 adet test [TSH (Tiroid Stimile
Edici Hormon), FT3 (Serbest T3), FT4 (Serbest T4),
Ferritin, Folat, B12 (Vitamin B12), FSH (Folikil
Stimile Edici Hormon), LH (Llteinizan Hormon),
PRG (Progesteron), E2 (Estradiol), HCG (Human
Koryonik Gonadotropin), Testosteron, PSA (Prostat
Spesifik Antijen), Free PSA (Free Prostat Spesifik
Antijen), Kortizol, PTH (Parathormon), Kitle CK-MB

(Kutle Kreatin Kinaz MB), Troponin |, CA15-3 (Kanser
Antijeni 15-3), CA 19-9 (Kanser Antijeni 19-9), AFP
(Alfa Feto Protein), CA125 (Kanser Antijeni 125),
CEA (Karsinoembriyonik Antijen)] kemiliiminesans
akrodinyum ester yontemi kullanilarak hormon
otoanalizériinde 3 kere c¢alisildi. Interferansi
gozlemlemek igin ilk  sulandinlan  kontrol
sollisyonundan 1 cc ayri bir godeye alinarak lizerine
50 uL akrep antivenomu (THSK, serial number: AK-
20B) eklendi. 37°C de 30 dakika inkibe edildikten
sonra ayni parametrelerin tekrar c¢alisilmasi
saglandi. Ayni islemler bu kez 100 ul distile su ve
100 uL antivenom eklenerek tekrarlandi. Rastgele
hatalarin online gecgebilmek icin yapilan tekrarli
calismadan sonra, ortalama (mean) ve standart
sapma (SD) degerleri ayri ayri hesaplandi. 50 ulL ve
100 uL distile su eklenerek elde edilen hormon test
sonuglari, ayni miktar antivenom eklenerek elde
edilen ortalama sonuglar arasindaki  fark
hesaplanarak ylzde sapma miktarlari tespit edildi.
“Hedef degerden sapma miktarinin yiizde ifadesi
olarak tanimlanan” BIAS degerleri SPSS v20
programi ile hesaplanarak, Sekil 1 ve Tablo 1'de
gosterildi. Herhangi bir canliya girisimsel islem
icermeyen deneysel modelimiz etik kurul onayi
gerektirmemektedir. BIAS formiliindeki c1 ifadesi
distile  su eklenmis  kontrol  solisyonunun
konsantrasyonunu, c2 ifadesi antivenom eklenmis
kontrol solliisyonunun konsantrasyonunu ifade
etmektedir.

2—rl

. C
BIAS (%) = ———x100
C

Bulgular

Calisma sonucu TSH, Ferritin, HCG, Kortizol,
PTH, Kltle CK-MB, CA 19-9 testleri dustk ve yiksek
konsantrasyon antivenom maruziyetinde negatif
interferans gosterdi. Biitlin testler icinde en fazla
negatif interferans tiimor markiri olan CA 19-9
testinde %28.6-28.95 oranlarinda meydana geldi.
Sirasiyla kitle CK-MB %7.35-21.58, PTH %11.78-
16.85 arasinda diger testlerden daha fazla negatif
interferansa ugrayan testler oldu. HCG, Ferritin ve
TSH testlerinin  negatif interferansa ugrama
yuzdeleri %0.53-9.51 arasinda degisen oranlarda
gerceklesti. Pozitif interferansa ugrayan testlerden
FT3 en fazla sapma (%1.69-13.09) gosteren test
oldu. Pozitif interferansa ugrayan diger testlerin
(FSH, CEA, CA 125, Troponin |) sapma miktari %0.03-
8.9 arasindaydi. FT4, Folat, Vitamin B12, LH, PRG,
E2, Testosteron, PSA, Free PSA, CA15-3, AFP testleri
dusliik konsantrasyon antivenom maruziyetinde
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%0.4-14.57 oraninda negatif interferans, yiksek 6.78 oraninda daha disiik diizey pozitif interferans
konsantrasyon antivenom maruziyetinde %0.81- gosterdi (Tablo 1).

Tablo 1. Kontrol soliisyonuna eklenen antivenom miktarlarina gére testlerin interferansa maruziyet miktarlarinin % BIAS olarak ifadesi. (NI:
Negatif interferans, Pl: Pozitif interferans, DTNI: Disiik Titrede Negatif interfrenas, YTPI: Yiiksek Titrede Pozitif interferans).

Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol
soliisyonu soliisyonu : soliisyonu + soliisyonu + :
No TEST + 50ulL distile +50ulL B:;'\,S)l 100uL 100ulL B:{;ﬁl Agiklama
su antivenom ? distile su antivenom °
(meantSD) (meantSD) (meanSD) (meanSD)

1 (TT';‘L"; Stimule EdiciHormon ) 35,078 4027+0.80  -2.65  36.8240.88 36.38+1.13 118 NI

2 Serbest T3 (FT3) 9.85+0.58  10.0240.63 +1.69  8.84%0.62 1040.73 +13.09 PI

3 Serbest T4 (FT4) 2.91+0.06 2.74+0.06  -595  2.570.09 2.74+0.16 +6.78  DTNLYTPI
4  Ferritin (FER) 268.9+4.03  243.33+4.04 951  240.32+6.6  239.03+11.28  -0.53 Ni

5 Folat (FOL) 10.87+0.67  10.824¢0.37 -0.40  9.7240.617 10.2840.64  +5.68  DTNILYTPI
6 Vitamin B12 7157435  689.8+1.99  -3.62 639.48+11.85  672.37+18.86  +5.14  DTNLYTPI
7 Folikil Stimule Edici Hormon ~ 57.05#0.83  58.52¢0.91  +2.59 50.7+1.3 51.54+1.4 +1.64 Pl

8  Liteinizan hormon(LH) 54.69+1.25  50.53+1.95 -7.59  49.06+1.18 50.85+1.42  +3.64  DTNLYTPI
9 Progesteron (PRG) 17.9+0.66 16£0.4  -10.58  15.870.79 16.11#0.44  +154  DTNLYTPI
10 Estrodiol (E2) 711.68+2.23 676.77+472 -491  635.824¢839  641.01+21.77 +0.81  DTNILYTPI
17 Human Koryonik 171.83t153  161.1#3.42  -6.25 153.59$3.38  152.47t759  -0.72 NI

Gonadotropin

12 Testosteron 705¢4.92  602.29+3.16 -14.57 629.7848.63  666.9+23.49  +589  DTNIYTPI
13 Prostat Spesifik Antijen (PSA)  14.03:0.7  12.91#0.46  -7.96  12.9t0.96 13.4340.6 +4.03  DTNLYTPI
14 Zirtli’jzt Prostat Spesifik 8.35+0.15 7.99¢0.27  -431  7.450.19 7.6240.19 +2.35 DTNI,YTPI
15  Kortizol (KORT) 39.13#0.6  35.66t1.34 -8.86  34.73:0.92 34.45:134  -0.80 NI

16 Parathormon (PTH) 408.77t153  330.9+2.88 -16.85 365.065.64  322.03#827  -11.78 NI

17 gzt"\‘;g eatinKinaz MB (KUtle o 464004 0.36:0.005 -21.58 04120031 0.38:0.01 735 NI

18 Troponin | (TRO-) 2.8740.16 2.90£0.19  +3.0 2.80£0.13 3.0540.18 +8.9 PI

19 g;’"ser antijeni19-9 (CA19- 1114029  838£021 -28.60  10.45:0.36 7.4240.22 -28.95 NI

20 Kanser antijeni 125 (CA 125) 6.570.25 6.66+0.15  +1.52  5.82+0.23 5.87+0.2 +0.78 PI
21 Kanser antijeni 15-3 (CA15-3)  9.83+0.37 9.23t035  -6.07  8.77:0.42 9+0.23 +2.62  DTNLYTPI
22 Alfa Feto Protein (AFP) 208.3743.07 200.43+1.75 -3.81  187.21+4.20 189.0616.5  +0.98  DTNILYTPI
23 fg&;‘oembr'y‘m'k Antijen 33.84+1.23  33.85:0.18  +0.03  30.41#1.38 31.85:0.87  +4.70 Pl

20

H BIAS1 (%)
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sivist +50 ul
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Sekil 1. 50ul ve 100 ulL eklenen antivenom miktarlarina gore testlerin hedef degerden sapma (BIAS) yiizdeleri. (TRO-I:
Troponin-I, FSH: Folikdl uyarici hormon, FT3: Serbest T3, CA 125: Kanser antijeni 125, CEA: Kanrinoembriyonik antijen, FOL:
Folat, TSH: Tiroid uyarici hormon, B12: Vitamin B12, AFP: Alfa fetoprotein, FPSA: Serbest prostat spesifik antijen, E2:
Estradiol, FT4: Serbest T4, CA 15-3: Kanser antijeni 15-3, HCG: Human koryonik gonadotropin, LH: Llteinizan hormon, PSA:
Prostat spesifik antijen, KORT: Kortizol, FER: Ferritin, PRG: Progesteron, TESTO: Testosteron, PTH: Parathormon, CK-MB:
Katle kreatin kinaz MB, CA 19-9: Kanser antijeni 19-9).
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Sekil 2. immunassay metotta akrep antivenomu
interferansina 6rnek. Antivenom hem yakalayici (capture)
hem de deteksiyon antikorlarini baglayabilir. Olusan
immunkompleks ile ortamda analit olmasa dahi
deteksiyon antikorunda olusan sinyal pozitif interferansa
neden olur. Ortamdaki akrep antivenomu deteksiyon
antikorunu fazla miktarda baglarsa analit ortamda olsa
dahi sinyal olusmaz ve negatif interferansa neden olur.

Tartisma ve Sonug

Akrep antivenomlari skorpionizm vakalarinda
acilen kullanilmasi gereken immunglobulin igerikli
antiserumlardir. Antivenomlar ekzojen kaynakli
immunglobulinlerin neden oldugu immun
reaksiyonlara yol acgabilirler (De Rezende ve ark.,
1995). Viicuda enjekte edildikten sonra venom
antijeninin yaninda baska antijenlere de afinite
gosterebilirler. Immunassay ydntemle calisilan
testlerde kit igerigindeki isaretli antikorlarla
etkilesime girerek hatali Olgimlere neden olma
potansiyeline sahip olan antivenomlar, skorpionizm
maruziyetinde organ  disfonksiyon takibinde
kullanilacak testlerin sonuglarini interfere
edebilirler. immunassay metotlar cogunlukla biyiik
molekllli hormonlar, vitaminler ve tUimor
markirlarinin  kan dizeyi 6lgiminde kullanilirlar
(Aydin, 2015; Taylor ve ark., 2015). Rutinde
kullanilan  birgok immunassay 06l¢lim teknigi
bulunmaktadir (Wild, 2013). immunassay metotun
kullanildigi kompleks biyolojik reaktifler
immunglobulin  icerdiklerinden  dolayr  6lglim
sirasinda baska kompleks molekillerle interferansin
farkh tdrlerine maruziyet gostermektedirler (Rauch
ve ark., 2005). immunglobulinler immunassay
metotun reaktiflerinde enzim isaretli
immunglobulinler ile yarisarak veya
immunkompleks olusturarak serumda bulunan
analitlerin hatali diisiik veya yilksek o6lgllmesine
neden olurlar (Sekil 2). Ortamda bulunan antivenom
antikorlarinin olusturacagr immunkompleks yapinin
sinyal olusturmasi durumunda pozitif interferans,
sinyal olusumunun engellenerek yanhs disik sonug
olusmasi durumunda negatif interferans meydana

gelir. interferans yanlis tani ve tedaviye yol agabilir
(Garcia-Gonzalez ve ark., 2016).

interferanslarin olusturdugu hatali dlgiimlerle
ilgili  cesitli  vaka bildirimleri  yapilmistir.
Kemilliminesans immunassay (CLIA) ve
elektrokemilliminesans immunassay (ECLIA) metotu
kullanilarak yapilan bir ¢alismada tekrarlanan
Olcimlerde klinik ile uyumsuz olarak yiiksek TSH,
ACTH, FSH, PTH, IGF-1, prolaktin, insan koryonik
gonadotropin ve kalsitonin dizeylerinin kandaki
heterofil  antikorlardan  kaynaklandigi  tespit
edilmistir (Gulbahar ve ark.,, 2015). TSH ve
gonadotropinler icin yapilan bir galismada, 5310
hastanin 28'inden alinan 6rneklerde immunglobulin
kaynakh interferans bulunmustur (Ismail ve ark.,
2002). 10 llkede 66 laboratuvarda gergeklestirilen
genis tabanli baska bir arastirmada, hastalardan
alinan numunelerin sonuglari incelenmis ve 3445
sonugtan %8.7'sinin yanhs oldugu tespit edilmistir.
Yanlig Ol¢im nedeni 1gG igerikli otoimmun
antikorlarin meydana getirdigi interferans olarak
gosterilmistir (Marks, 2002). 1gG antikorlari gibi IgA,
IgM veya nadiren IgE de interferans olusturabilir
(Chatenoud ve ark., 1986; Frodin ve ark., 1992;
McCarthy ve ark., 1988). Septisemisi olan hastalarda
yapilan bir calismada kandaki IgM antikorlarinin
olusturdugu interferans ile immunassay metotla
¢alisilan kardiyak troponin |, tirotropin, hCG, alfa-
fetoprotein ve CA-125 testlerinde artmis yalanci
pozitiflik ile karsilasiimistir (Covinsky ve ark., 2000).

Bircok antikor (zerinde yapilan interferans
calismalarina ragmen daha c¢ok IgG icerikli olan
akrep  antivenomlarinin  immunassay  Olgiim
tekniginin  kullanildigi  testlere  olan etkisi
arastirlmamistir.  Calismamizda  kemiliminesans
akridinyum ester yontemi ile 6l¢imiu yapilan 23
farkh testin (TSH, FT3, FT4, Ferritin, Folat, B12, FSH,
LH, PRG, E2, HCG, Testosteron, PSA, Free PSA,
Kortizol, PTH, kiitle CK-MB, Troponin |, CA 19-9, CA
125, CA 15-3, AFP, CEA) antivenom titresinden
sapma miktarlari goézlemlenmistir. Rutinde sikga
kullanilan TSH dizeyleri akrep antivenomundan
minimal dilizeyde (%1.8-2.65) etkilenmistir. TSH
testinin bu yontem ile O&lgim hassasiyetinin
arttinldigl baska bir c¢alismada da gosterilmistir
(Natrajan ve ark.,, 2010). Tiroid fonksiyon
testlerinden FT4’deki sapma da minimal dlizeyde
olmustur. Fakat FT3 seviyesi yilksek titre
antivenomda %13.09‘luk bir sapma go6stermistir.
Testler arasinda farklilik gésterebilse de klinisyenler
genellikle laboratuvar testlerinin %10 hata payi
olabilecegini 6ngoérerek tani ve tedaviye yaklasirlar
(Ayyildiz, 2016; Celebiler ve ark., 2011). FT3 bu
oranin Uzerinde olsa da TSH ve FT4'deki sapma
dizeyleri disuk seviyede kalmistir. Tiroid fonksiyon
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bozuklugunda klinisyenler igin primer dnemli olan
testler TSH ve FT4’dlr. FT3’deki sapma olustugunda,
FT4 ve TSH konsantrasyonlari ile korele olmadiginda
klinisyenler tarafindan hatali 6lgim olarak tahmin
edilebilmektedir. Fertilite testlerinden progesteron
seviyesi diislik titrede %10.58 oraninda, testosteron
seviyesi %14.57 oraninda negatif interferansa
ugramistir. Bu tir bir 6lcim hatasinda fertilizasyon
tarama testleri yapilan hastada yanlis progesteron
seviyesi klinisyeni progesteron yetmezligine bagh
infertiliteye, erkeklerde yanhs diisik testosteron
seviyesi, hormonal yetmezlige bagh infertiliteye
yonlendirecektir. Hormon testlerinden in vitro
sartlarda anstabil olarak bilinen parathormon (PTH)
seviyeleri dusuk ve vyiksek titre antivenom
maruziyetinde %11-16 arasinda negatif interferans
gostermistir. Bu dizeydeki bir sapma sinir deger
PTH  yuksekligi  yasayan  hiperparatirodizmde
hastaligin  atlanmasina ve  komplikasyonlarin
kroniklesmesine neden olabilir. CLIA immunassay
tekniginin kullanildig§r baska bir c¢alismada, IgG
sinifindan olan romatoid faktorden (RF) kaynakli
pozitif interferans, PTH dizeylerinin yanlis ylksek
Olcilmesine neden olmustur. RF’'nin serumdan
uzaklastiriilmasi ile  PTH sonuglarinin dizeldigi
gozlemlenmistir ~ (Cavalier ve ark.,,  2008).
Calismamizda kitle CK-MB testinde %7.35-21.58
oraninda negatif interferans gerceklesmistir.
Ozellikle skorpionizm  maruziyetinde kardiyak
testlerin  yanlis negatif bulunmasi  kardiyak
komplikasyonlarin atlanmasina neden olacagindan
hayati 6neme sahiptir. Kiitle CK-MB’nin troponin |
ile birlikte degerlendirilmesi faydali olacaktir. Gogls
agrisi olan hastalarda belli saat araliklarinda tekrar
kiitle CK-MB olgimi{ yapilarak, testin ylkselme
egilimine gore hastanin durum degerlendirilmesi
yapilir.  Akrep antivenomu kandan elimine
edilinceye kadar interferans devam edeceginden
hasta kotilesse bile tekrarh dl¢iimlerde yanlis diistik
sonuglar elde edilme ihtimali ylksektir. Troponin |
parametresi %3-8.9 oraninda pozitif interferansa
ugramistir. Katle CK-MB’nin negatif interferansa,
troponin | diizeyinin pozitif interferansa ugramasi
kardiyak komplikasyonun atlanmamasi agisindan
avantaj gibi goriinse de, yeterince ylikselmemis
troponin | dizeyi oldugunda akut kardiyak
komplikasyolarin atlanma ihtimali s6z konusu
olacaktir.  Anti-troponin antikorlari ve hemolizli
numunelerin interferanslarina bagh olarak yanlhs
negatif troponin sonuglari  bildirilmis vakalar
bulunmaktadir (Bais, 2010; Eriksson ve ark., 2005).
Hemolizin troponin | seviyelerini negatif interfere
ettigi bilinmektedir. Hemolizin de eklendigi bir
interferans durumunda kardiyak komplikasyonu
gosterecek  herhangi  bir laboratuvar kaniti

olmayacaktir. Kardiyak patolojiyi gésteren testlerin
yanlis O6lcimi her zaman mortalite riskini arttirma
potansiyeline  sahiptir.  Calismamizda  timor
markirlari icin de en ¢ok negatif interferansa maruz
kalan test %28.65-28.9 orani ile CA 19-9 oldu. 2006
yiinda CA 19-9un immunassay metot ile
Ol¢iminde kandaki romatoid faktorden etkilendigi
gosterilmistir  (Berth ve ark., 2006). Heterofil
antikorlarin total PSA testinde pozitif interferansa
neden oldugu bildirilmistir (Morgan ve ark., 2001).
Calismamizda ise total PSA testinde antikor
yogunluguna gore disik konsantrasyon antivenom
varhiginda %7.96 oraninda negatif interferans,
yuksek konsantrasyon antivenom varliginda %4.03
oraninda pozitif interferans meydana geldi. Antikor
yogunluguna gore bazen hem pozitif hem de negatif
interferansin olusmasi, immunkompleks veya yogun
antikor varliginin olusturdugu cengel etkisine (hook
effect) bagh olabilir. Bu tiir tedavi amagli kullanilan
antikorlarin kandan eliminasyon sureleri
interferansin gorilme suresini dogrudan
etkileyecektir. Acil miidahale edilmesi gereken
skorpionizm vakalarinda elbette tUmaor markir testi
yuksekligi 6nemsiz olabilir. Fakat homeostazisi
gosteren takip parametrelerinin negatif
interferansla  hatali  Ol¢lilmesi  hayati  risk
olusturacaktir.

IgG baglayan antikor olan heterofil anti-
cisimciklerin (HAMA) ve RF gibi dogal antikorlarin
hatali sonuglara yol actigi bircok c¢alismada
gosterilmesine ragmen, asl, intraventz
immunglobulin gibi terapotik olarak kullanilan
antikor icerikli preparatlarin, hangi testi ne kadar
interfere ettigi yeterince arastirlmamistir (Krahn ve
ark., 1999; Marks, 2002). Asemptomatik gidebilen
birgok otoimmun hastalikta kanda yikselen antikor
seviyelerinin immunassay testleri interfere ederek,
baska hastaliklari ne kadar gizledigine dair yeterince
bilgiye sahip degiliz. Dogru test sonuglarini gizleyen
interferans faktorleri malpraktislerle karsilasma
riskini arttirmaktadir. Deneysel olarak kullandigimiz
akrep antivenomu interferans olusturan
antikorlardan sadece bir tanesidir. Eksojen veya
endojen kaynakh tiim antikorlar immunassay
testlerde bu potansiyele sahip birer risk faktortdur.
Bununla birlikte, bircok klinisyenin farkinda olmadigi
ve gerceklesme zamani ongoriilemeyen
interferansin tespit edilmesi, tekrarli 6lcimlerle de
mimkiin degildir. Preklinik uzmanlar bu tir etkileri
bilseler dahi, hastalara uygulanan tedavi verilerine
sahip olmadiklarindan interferansi 6nceden tahmin
etmeleri zordur.

Sonug¢ olarak hastaya ait interferansa neden
olacak risk faktorleri (ilag ve hastalik gibi) preklinik
uzmanlarin onay  ekranlarinda gosterilerek

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2018; Cilt 7, Say1 2 183



Harran Univ Vet Fak Derg, 2018; 7 (2): 179-185

Arastirma Makalesi

interferansa maruz kalmis slpheli sonuglar uyari
notu tarzinda sonug bilgi ekraninda gosterilebilir.
invitro diagnostik test Ureticisi sirketler tarafindan
ekzojen ve endojen antikorlardan etkilenmeyen
teknikler gelistirilene kadar, klinisyenlerin bu tir
hatali sonuglara kargi farkindahginin arttiriimasi,
yanls tani ve tedavinin dnlenmesi agisindan hayati
oneme sahiptir.
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Abstract: In this study, equine viral arteritis (EVA) infection was serologically investigated in adult horses
(n=193) and donkeys (n=227) in five different localizations in Elazig and Tunceli provinces, Eastern Anatolia Region. As result
of indirect ELISA, positivity in horses was 15% (29/193) in total, ranged from 6.5% and 24.3%. The average value for donkeys
was 8.3% (19/227), the rates varied between 2.4% and 14.2%. The mean age of the sampled horses and donkeys was 7.4
and 13.2, respectively, while the mean age of the seropositives was 7.1 and 11.8. Statistical analysis showed no correlation
in the donkeys between sex and infection exposure, but there was a significant correlation in gender in horses. This is the
first report on EVA in the studied provinces. Considering focused animal population and sampling criteria, determining of
positivity in all the studied localizations shows that the infection has been potential for the spread in the future.

Keywords: Donkey, East Anatolia, Equine viral arteritis, Horse, Turkey.

Dogu Anadolu Bélgesinde At ve Eseklerde Equine Viral Arteritis Efeksiyonunun Serolojik Olarak

Arastiriimasi

Ozet: Bu calismada Dogu Anadolu Bdlgesi'ndeki Elazig ve Tunceli illerinde 5 farkli lokalizasyonda yetiskin ve klinik olarak
normal olan atlarda (n=193) ve eseklerde (n=227), equine viral arterit (EVA) enfeksiyonu serolojik olarak arastiriimistir.
indirekt ELISA sonucuna gére atlarda %6.5 ile %24.3 arasinda degisen oranlarda pozitiflik bulundu, toplamda ise 193
ornekten 29'unda (%15) seropozitiflik tespit edildi. Esekler igin ortalama deger %8.3 (19/227) olarak bulunmus olup,
oranlarin %2.4 ile %14.2 arasinda degistigi gorildi. At ve eseklerin yas ortalamalari sirasiyla 7.4 ve 13.2°dir, pozitiflerin ise
yas ortalamalari 7.1 ve 11.8’dir. istatistik analizinde cinsiyete ve enfeksiyona maruz kalma arasinda eseklerde fark yoktu,
fakat aygirlarda anlamli bir baginti oldugu belirlendi. Bu ¢alisma, 6rneklenen illerde EVA ile ilgili ilk arastirmadir. Hedef
alinan hayvan populasyonu ve 6rnekleme kriterleri géz 6niine alindiginda, calisilan tim yerlerde pozitifligin tespit edilmis
olmasi, gelecekte enfeksiyonun yayilma potansiyelinin oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: At, Esek, Dogu Anadolu, Equine viral arteritis, Tiirkiye.

Introduction

Equine Viral Arteritis (EVA) usually causes
asymptomatic disease, severe clinical disorders also
occur during outbreaks. Main hosts are horses,
donkeys, mules and zebras, (Paweska and Barnard,
1993; Paweska et al.,, 1997; Balasuriya, 2014),
alpacas are also reactive to the virus (Weber et al.,
2006). All equine species thought to be susceptible
to the infection (Balasuriya, 2014; Paweska et al.,
1997).

Equine Arteritis Virus (EAV) is classified in
family Arteriviridae, in order of Nidovirales (Snijder
and Meulenberg, 1998; Cavanagh, 1999). Agent is
an enveloped, single stranded, positive sense RNA
virus. EAV has one serotype, but small variations in
the field isolates result with prognostic diversity
(Murphy et al., 1992; Stadejek et al., 1999, 2006).

The agent can transmit through respiratory and
venereal tracts. As a general feature of the
infection, asymptomatic carrier status seen in about
30 to 60% of stallions for as long as 6-7 years
(Timoney et al., 1986, 1987). The duration of virus
spread in mare is limited with only to acute phase
(Timoney and McCollum, 1985). On this account,
only semen and stallions that were tested and
negativity proved ones allowed to do international
trade (Metcalf, 2001). Mortality can be seen in foals
with digestive and respiratory system disorders (Del
Piero et al., 1997). Deaths are rare in adults, but
reproductive system problems are common.
Despite its widespread distribution, occasionally
emerging epidemics characterized by abortion
storms and deaths in young animals (Eichhorn et al.,
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1995; Holyoak et al., 2008; Timoney and McCollum,
1988).

After first identification in the US in 1953, EVA
was well investigated in horses (Doll et al., 1957).
Generally, up to 20% seropositivity have been
detected in various countries. The highest value
(73%) reported in Australia (Huntington et al.,
1990). Despite the low antibody (Ab) rate in the
United Kingdom, infection continues to be a
problem (Newton et al., 1999), as in many other
countries (Pronost et al.,, 2010). Infection rates
increase with age and seropositivity is higher in
males (Rola et al., 2011). The pathogenetic features
of the infection have been well described only in
horses (Del Piero et al., 1997; Campos et al., 2014;
Timoney et al., 1986; Vairo et al., 2014). The first
serological evidence in the donkey was determined
in the samples collected from South Africa between
1989 and 1992 by Paweska and Barnard (1993). The
susceptibility of donkeys has been described by
many researchers (McCollum et al., 1995; Paweska
et al.,, 1995; Ramina et al., 1999; Stadejek et al.,
2006). Experimental studies and field investigations
showed that the pathogenic features of the
infection were not exactly the same, but were
almost identical to those in horses (McCollum et al.,
1995; Paweska et al.,, 1996, 1997). Current
serological data are limited comparing horses.
Paweska and Barnard (1993) found 17% positivity in
734 donkeys in South Africa and reported 30% rate
in some localization. Serological studies in Turkey
carried out mainly in horses and reported
proportions are usually less than 10% (Hasan, 2008;
Kirmizigul et al., 2007, 2009; Un et al., 2014; Yildirim
et al., 2008; Yilmaz et al., 1996). Slightly higher rates
were reported in a few studies; 10.8% (22/204)
(Acar et al., 2016), 14.3% (9/63) (Turan et al., 2007)
and 16% (57/346) (Marenzoni et al., 2013). Bulut et
al. (2012) have reported the highest value as 23.4%
(89/380) so far, which was determined in the
Central Anatolia.

The aim of this study was to investigate EAV
infection serologically in donkey and horses, to
determine and compare the presence and rates of
infections in these species, and to obtain the first
data in Elazig and Tunceli provinces.

Materials and Methods

Sampled animals: Blood serum samples were
collected between March 2009 and August 2010
from the small private farms in the rural areas of
Elazig and Tunceli provinces. Total of 91 horses and
131 donkeys sampled from Elazig province; Central
villages, Palu and Maden districts. From Tunceli, a
total of 102 horse and 96 donkey samples were
collected from the Pertek and Hozat districts. A

total of 193 horses and 227 donkeys were sampled
at five locations (Table 1). Depending on the
preferred breeding pattern, nearly all the donkeys
were female (92.5%, 210/227). The gender of the
horses (n=193) was almost equal (99 females and
94 male). The ages of horses were between 1 and
16 years old. There was only one foal in two-month-
old (Figure 1).

The sampled donkey's age was ranged from 2
to 30, there was only one 4-month old donkey.
(Figure 2). The mean age of the donkeys was 13.2
and that of the horses was 7.1. The number of
horses and donkeys sampled in this study was less
than 3 in each farm. Dual species breeding was
never been found on the same farm.

During sampling, age, sex and clinical
examination findings of the animals were noted. All
animals were clinically normal. Detailed health
record does not obtain but according to the
anamnesis, some young foals were told to have
experienced clinical disorders but abort cases were
very rare. Blood samples were drawn from Vena
Jugularis into vacutainer tubes containing silicone,
transferred to the laboratory at cold chain. The
blood samples were centrifuged at 3000xg for 10
minutes. Subsequently, serum fractions separated
and then stored at -20°C until testing.

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA): An
indirect ELISA (ID Vet, France) was preferred for
EAV-specific antibody controls due to its high
sensitivity and specificity (Kondo et al., 1998). The
sera samples were tested according to the
manufacturer’s instructions.

Results

ELISA results: EAV specific antibodies were
detected in all studied locations and in both species.
At horses, values ranged from 6.5% to 24.3%. It was
found that, the highest value was found in
Maden/Elazig (24.3%), but the average proportions
in Elazig (14.3%, 13/91) and Tunceli (15.7%, 16/102)
was close to each other. Out of 193 horses, 29
(15%) were seropositive for EVA infection.
Comparing horse, lower rates were
determined in donkeys. The lowest value was
detected at central Elazig (2.4%), the mean value of
this province was 5.3% (7/131). In the Tunceli
province, 11.1% and 14.3% rates were detected in
the two districts, with an average of 12.5% (12/96).
The mean seropositivity of positive donkey was
8.3% (19/227) (Table 1). According to the sex
distribution of Ab positivity, no significant
difference was observed in horses (f-16.1%/m-
13.9%) and donkeys (f-8.5%/m-5.8%) (Table 2).
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Table 1. The location and number of the sampled horses and donkeys and EVA test results.

Horse Donkey
No Localisation
Sample no (Ab+) (%) Sample no (Ab+) (%)
1 Elazig/Center 31 2 6.5 41 1 2.4
2 Elazig/Palu 23 2 8.7 44 4 9.1
3 Elazig/Maden 37 9 24.3 46 2 4.3
4 Tunceli/Pertek 34 6 17.6 54 6 11.1
5 Tunceli/Hozat 68 10 14.7 42 6 14.3
Total 193 29 15 227 19 8.4
Table 2. Distribution of EAV Ab positivity by sex in horse and donkey.
Horse Donkey
Sex
Sample no (Ab+) (%) Sample no (Ab+) (%)
Female 99 16 16.1 210 18 8.5
Male 94 13 13.9 17 1 5.8
Total 193 29 227 19 8.4
The ages of the all sampled horses ranged Statistical analysis: According to chi-square
from 1 to 16 years. Most of them were between 5 analysis; there was no statistically significant

and 8 years old (average 7.4). Mean age of Ab
positives was 7.1 years (Figure 1).
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Figure 1: Age distribution of all horses and EVA positives
(%).

The sampled donkeys were between four months
old and 30 years of age. The majority of donkeys
were between 10 and 15 years old. The mean age
of all sampled donkeys was 13.2 while ab positives
was 11.8. (Figure 2).
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Figure 2: Age distribution of all donkeys and EVA
seropositives (%).

difference between sex and exposure to infection in
donkeys (P>0.05). However, correlation between
sex and viral exposure was detected in horses,
seropositivity rate was higher in stallion (P<0.05).

Discussion

In this study, blood samples were collected
from small private family enterprises in five
counties at two provinces to determine the spread
of EVA in rural areas. According to the test results,
the rates are almost equal in both horses and
donkeys in two localisations, Palu/Elazig (8.7-9.1%)
and Hozat/Tunceli (14.7-14.3%). The rates were
slightly higher in horses raised in the central district
of Elazig (6.5-2.4%) and Tunceli/Pertek (17.6-
11.1%). The biggest inconsistency was detected in
the Maden district of Elazig, the ratios were 24.3%
at horses and 4.3% at donkeys (Table 1). The
incidence observed in this study in horses (15%)
was similar or slightly higher than previous reports
in the near regions (Hasan 2008; Kirmizigul et al.,
2007; Yildirim et al., 2008; Yilmaz et al., 1996).
However, the data on donkeys (8.3%) was lower
than that reported by Yildirim et al. (2008) (14.47%)
in Kars province. According to age distribution,
seropositive horses were generally between 5 and 8
years old (av. 7.1), and donkeys were 10 and 15
years old (mean 11.8). Positivity was found to be in
accordance with age distribution. Infection was
seen most frequently in horses between 4 and 9
and between 6 and 16 in donkeys. The gender of
the sampled horses was very close, and there was
no significant difference in the sex of the positives
(13.9% male-16.1% female). The distribution of
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positivity by sex was 5.8% (1/17) for male donkeys
and 8.5% (18/210) for female donkeys. These data
suggested that gender of donkeys did not associate
with seropositivity for EAV.

Studies conducted in Turkey have mostly
focused in Marmara, Eastern Anatolia and Central
Anatolia regions. The seropositivity reported in the
Northeastern Anatolia has ranged from 5% to 9.5%
(Kirmizigul et al., 2007; Yilmaz et al., 1996). In
addition, 400 horse and 76 donkey samples were
negative at the same region (Kirmizigul et al., 2009).
Gur et al., (2015) determined an incidence of 11.3%
(14/124) in Van. Un et al. (2014) have reported a
seropositivity of 8.4% (32/379) in Sanliurfa
province. Serologic investigations in the Marmara
region were almost similar; 7.5% (Hasan, 2008),
14.3% (9/63) (Turan et al.,, 2007), 16% (57/346)
(Marenzoni et al.,, 2013). There were a few study
carried out in Central Anatolia; Acar et al. have
reported a seropositivity of 10.8% (22/204) while
Bulut at al. (2012) have detected the peak value of
23.4%). Viral antigen was isolated from horses with
respiratory system disorders and the isolates
showed close relation to the virulent strain Bucyrus
of the North American origin (Ataseven et al.,
2013). Except for Iceland and Japan (Kondo et al.,
1998), infection has spread worldwide (Timoney
and McCollum, 1988). EAV occasionally causes an
outbreak characterized with abortion and newborn
deaths (Newton et al., 1999; Pronost et al., 2010).
Various incidences have been reported in different
countries around the world; 55.1% (Rola et al.,
2011) in Poland, 15% in Mongolia (Pagamjaw et al.,
2011) to 73% in Australia (Huntington et al., 1990).

In the light of the current literature, the
pathogenesis of the infection appears to be the
same in the studied species. However, severity of
the disease differs depending on the variant viruses
(Del Piero et al.,, 1997; Eichhorn et al., 1995;
McCollum et al., 1995; Murphy et al., 1992). Ramina
et al. (1999), identified the virus in semen of both
donkey and horses in Italy. In an experimental
infection with KY-84 strain, moderate and severe
clinical findings have observed in horses while mild
prognosis in donkeys (McCollum et al.,, 1995).
Paweska et al. (1995) isolated the agent in semen of
an antibody positive donkey stallion in South Africa.
Stadejek et al. (2006) determined a genetically new
EAV genotype from naturally infected donkeys and
found 60 to 70% of the nucleotide identity of the
reference virus. In another study, researchers
suggested that the new type evolved from original
South African asinine strain via propagation in
different host species, especially draw attention at
the possible role of donkeys (Paweska et al., 1995).
Recently, a new European has isolate (08P178, EU-1
clade) was reported. Disorders were limited to

respiratory and alimentary systems (Vairo et al.,,
2014). Generally, data on pathogenetic
characteristics are less in donkey than in horses.

Serological research reports give there are up
to 20% positivity in Standard-bred horses and
donkeys in many parts of the world. The infection
appears to increase in general in the world (Holyoak
et al., 2008; Huntington et al., 1990; Pagamjaw et
al., 2011; Rola et al.,, 2011). From time to time, the
infection turns out to be serious outbreaks. The
studies in our country show that approximately one
in every 10 animals was exposed to the virus, but
the clinical status of the infection is unknown due to
the absence of detailed health records. Since the
economic prospects of ordinary horse and donkey
breeding at as family-type, small farm in rural areas
was accepted as insignificant, preventive health
practices are not being carried out and adequate
attention to diagnosis and treatment is not carefully
shown to these animals. Horses and donkeys are
still indispensable instruments of sustainable rural
agriculture. Breeding purposes are different;
standard-bred are used for transportation, as a pet,
a companion and pack animal. Donkeys are also
more multifunctional animals. They are quite
preferential by many aspects like low breeding
costs, mood temperament and tough structure
under field conditions. However, due to the
increase in agricultural mechanization, the need for
standard-bred horses and donkeys has been
reducing. The number of horses, donkeys and mules
has decreased by 36.4%, 48.6% and 43.9%
respectively in the last decade in Turkey. According
to TUIK 2017 data; there are 120.000 horse,
152.000 donkey and 38.000 mule. The reduction is
likely to continue.

The first detection of the EVA infection was in
1996 in Turkey (Yilmaz et al., 1996). There is no data
on previous history due to the lack of retrospective
studies. The main advantage of the studied
population in this study is a considerably low viral
transmission possibility by no co-breeding of
sensitive species in any of the studied farms. In
addition, the donkeys are mostly located in
mountainous areas; this fact can explain lower
infection rates. Nevertheless, it was saw that the
both species exposed to the virus in all studied
districts. The first data was obtained on EVA in
these provinces. Even though, the determined rates
are consistent with previous studies, it was higher
than expected considering the sampled population
profile. When time distribution of the serological
data from all over the Turkey is considered, it
appears that there has been a slight increase in the
last decade, and it has potential to widespread in
the upcoming years, and standard-bred horses and
donkeys may create a risk for pure racehorses. It is
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necessary to determine the actual profile of the
infection by conducting virus isolation and
countrywide surveillance as a preliminary basis for
the implementation of preventive practices.
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Deneysel Diyabetik Ratlarda Ardi¢ (Juniperus communis L.) Yaginin Nefropati

Uzerine Etkileri

Turan YAMANY", Ahmet Ufuk KOMUROGLU?
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Ozet: Hiperglisemi aracili oksidatif stres diyabetik nefropatinin (DN) patogenezinde énemli bir rol oynar. Bu calismada,
streptozotosin (STZ) ile indiklenmis diyabetik ratlarda ardig (Juniper berry; JB) yaginin renoprotektif etkisinin arastiriimasi
amaglandi. Bu amagla, 40 adet erkek Wistar albino rat rastgele segilerek; kontrol, diyabetes mellitus (DM), DM+akarboz,
DM+ardi¢ yagi ve ardi¢ yagl olmak Uzere bes gruba ayrildi. Deneysel diyabet, tek dozluk (55 mg/kg, periton ici [i.p]) STZ
enjeksiyonu ile olugturuldu. DM+ardig ve ardig grubu ratlarin yemlerine 50 ml/kg JB yag katilarak verildi. 28 giinlik deneme
suresi sonunda ratlar sakrifiye edilerek kan ve doku oOrnekleri alindi. Bobrek dokusunda histopatolojik degisiklikler,
immunohistokimyasal olarak caspase-3 (Kaspaz-3) ekspresyonu, biyokimyasal olarak malondialdehit (MDA) ve glutasyon
(GSH) konsantrasyonlari ve katalaz aktiviteleri ¢alisildi. Serumda ise Ure ve kreatinin diizeyleri incelendi. DM grubu ratlarda,
histopatolojik olarak tubulus epitel hiicrelerinde dejenerasyon ve nekroz, glomerular yapida bozulma gozlemlenirken,
immunohistokimyasal olarak tubul epitel hiicrelerinde caspase-3 immun reaktivitesi yiksek saptandi. Biyokimyasal olarak
DM grubu ratlarin bobrek dokusunda, MDA konsantrasyonu kontrol grubuna gore anlamli olarak yliksek ve GSH
konsantrasyonu ve katalaz aktivitesi anlamli olarak distik bulundu. Ayrica DM grubunda serum (re ve kreatinin
konsantrasyonlari kontrol grubundan anlamh olarak yiksek bulundu. DM+ardi¢ grubu ratlarda ise, ardi¢ tedavisi sonucu
histopatolojik degisikliklerin diizeldigi, caspase-3 immun reaktivitesinin azaldigi ve biyokimyasal parametrelerin iyilestigi tespit
edildi. Sonug olarak, ardig yaginin denysel diyabetik ratlarda bobregi koruyucu etkileri oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Ardi¢ yagi, Diyabetik nefropati, Caspase-3, Rat.

Effects of Juniperus communis L. Oil on Nephropathy in Experimental Diabetic Rats

Abstract: Hyperglycaemia-mediated oxidative stress plays an important role in the pathogenesis of diabetic nephropathy. The
present study investigated the renoprotective effect of Juniper (Juniper berry; JB) oil in rats with streptozotocin (STZ)-induced
diabetes. For this, 40 male Wistar albino rats were divided into five group, namely, control, diabetes mellitus (DM),
DM+acarbose, DM + JB oil and JB oil groups. Experimental diabetes was established by injecting the rats with a single dose (55
mg/kg) of STZ intraperitoneally. The rats in the DM+ardig oil and ardi¢ oil groups received 50 ml JB oil/kg diet. After 28 days,
the rats were sacrificed and their blood and tissue samples were obtained. Histopathological changes, caspase-3
immunoexpression, malondialdehyde MDA and glutathione (GSH) concentration and catalase activities in the kidney tissues of
the rats were examined. Moreover, serum urea and creatinine levels were examined. Histopathologically, the rats in the DM
group showed degeneration and necrosis of tubular epithelial cells and destruction of glomerular structures.
Immunohistochemically, these rats showed increased caspase-3 immunoreactivity in the tubular epithelial cells. Biochemically,
MDA concentration was significantly higher in the kidney tissue of the rats in the DM group than that of the rats in the control
group. GSH concentration and catalase activities were significantly lower in the kidney tissue of the rats in the DM group than
that of the rats in the control group. Moreover, serum urea and creatinine levels were significantly higher in the rats in the DM
group than those in the control group. The rats in the DM + JB oil group showed an improvement in STZ-induced
histopathological changes. Moreover, these rats showed decreased caspase-3 immunoexpression in the kidney tissue and
improved biochemical parameters. Thus, these results indicate that JB oil exerts protective effects in the kidneys of diabetic
rats.

Keywords: Juniper oil, Diabetic nephropathy, Caspase-3, Rat.

Giris

Diyabetes mellitus (DM); insiilin sekresyonu,
aktivasyonu veya her ikisindeki defekt sonucu
sekillenen hiperglisemi ile karakterize kronik

Babu ve ark.,, 2014). Artan serbest radikaller
antioksidant savunma bilesenlerini tliketerek
hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina ve

metabolik bir bozukluktur (Huang ve ark., 2005).
DM’nin patogenezisinde 6nemli rol oynayan kronik
hiperglisemi (Kikkawa ve ark., 2003), reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) asiri Gretimine neden olur (Subash-

membranlarda oksidatif hasara yol actigi ve lipid
peroksidasyonuna yatkinhgi arttirabildigi
belirtilmistir (Larkins ve Dunlop, 1992). Diyabetik
nefropati (DN), son donem bdbrek yetmezliginin
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onemli bir nedeni olup (Li ve ark., 2009), DM’un en
onemli mikrovaskiiler komplikasyonlarindan biridir
(Kikkawa ve ark., 2003). Tip 1 diyabetli hastalarin
yaklasik %25-35'i (Rossing ve ark., 1995) ve tip Il
diyabetli hastalarin %5 ile 10'unda (Lewis, 1999) DN
gelismektedir. DN'nin gelismesinde ve ilerlemesinde
hiperglisemi aracili  hemodinamik ve metabolik
anormallikler ~ ve oksidatif stresin rol oynadigi
belirtilmistir (Tan ve ark., 2007).

ROS, renin-anjiyotensin sistemi (RAS)
aktivasyonu ve diyabetteki renal hiicre apoptozisi
arasindaki  baglantiyi  kuvvetle gostermektedir
(Bhatti ve ark., 2005; Brezniceanu ve ark., 2008). ROS,
mezangiyal ve tubuler hicreler ile podositlerde
apoptozise neden olmaktadir (Brezniceanu ve ark.,
2008; Ha ve Lee, 2000; Winiarska ve ark., 2009).
Farkl kaspazlar, 6zellikle caspase-3 ve -9, proksimal
tubuler epitel hicrelerinin  yiksek glukoz ile
indliklenen apoptozunda 6nemli bir rol oynamaktadir
(Allen ve ark., 2003). Bu nedenle, hem glisemik
kontrol hem de antioksidant potansiyele sahip bir
ajanin, diyabetik bobrek hasarina karsi koruyucu
olarak dusunulebilecegi belirtilmistir (Das ve Sil,
2012; Manna ve ark., 2008; Palsamy ve Subramanian,
2011).

Polifenolik  bilesiklerin, STZ ile uyarilan
diyabetik ratlarda oksidatif strese bagh diyabetik
komplikasyonlarin  tedavisi ve ©nlenmesinde
potansiyel birer antioksidant oldugu ve nefropatiye
karsi koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Craven
ve ark., 1997; Palsamy ve Subramanian, 2011).
Juniperus (ardig); Cupressaceae familyasindan olup,
agac, agaccik veya cali seklinde monoik veya dioik
bir bitkidir (Benson, 1962). Juniper berry;
J.Communis’'un meyvesi olup, bilesenleri lzerine
yapilan arastirmalarda  polifenoller, polifenol
esterleri ve monoterpen hidrokarbonlari izole
edilmistir (Ochacka ve ark., 1996; Shahidi ve ark.,
1992). Ardig meyvesi yaginda yiksek
konsantrasyonda bulunan -a-pinene, p-cymene ve
B-pinene gibi bilesenlerin, genis bir farmakolojik
etkinlik yelpazesine sahip oldugu belirtilmistir
(Filipowicz ve ark., 2003).

Sunulan bu c¢alismada, STZ ile indiiklenen
diyabetik ratlarda ardig¢ yaginin nefropati lzerine
koruyucu etkinligi histopatolojik,
immunohistokimyasal ve biyokimyasal olarak
arastirildi.

Materyal ve Metot
Deney hayvanlari: Calismada, Van Yizincid Yil

Universitesi Deney Hayvanlari Unitesinden temin
edilen 2-3 aylik yasta 40 adet erkek rat (Wistar

albino) kullanildi. Ratlarin bakimi, 12 saatlik ideal
aydinlik ve 12 saatlik ideal karanlik ortaminda,
uygun sicaklikta, rat bakimi igin tasarlanmig
polipropilen 6zel kafeslerde yapildi ve adlibitum
olarak yem ve musluk suyu verildi.

Bitki materyali ve yeme katilmasi: Bitki materyali
olarak ticari olarak elde edilen ardic meyvesi
(Juniper Berry) yagi kullanildi. Ardig yagi ratlarin
yemlerine 50 ml/kg oraninda katilarak verildi
(Yesilbag ve ark., 2014).

Streptozotosin ile diyabet modeli: Diyabet
olusturmak amaciyla sodyum sitrat tamponu (0.1
M. pH: 4.5) iginde hazirlanan streptozotosin (STZ) 55
mg/kg tek doz (Banerjee ve ark., 2013) olarak bir
gece a¢ birakilan ratlara saglikh kontrol grubu harig
intraperitonal olarak uygulandi. Diyabet
olusturulmayan gruplara ise sitrat tamponu ayni
miktarda ratlara intraperitonal enjekte edildi. 72
saat sonra kuyruk veninden alinan kan oOrnekleri
Accu-Check Active kan glikoz monitori ile
degerlendirilerek ratlarin aglik kan sekerleri 6lgiilda.
200 mg/dl Gizerinde olanlar diyabet kabul edilerek
deneye alindi. STZ uygulamasina bagh olarak
pankreastan yogun insilin salgilanarak 6ldirici
hipoglisemi gelismesi olasiligi vardir. Bunu 6nlemek
icin ratlara STZ uygulanmasindan hemen sonra tek
seferlik olmak Uzere igme suyu olarak %10’luk
dekstroz  ¢Ozeltisi  verildi.  Ayrica  diyabet
durumlarinin kontrollii amagh 7., 14., 21. ve 28.
ginlerde de tokluk kan glukoz degerleri igin
Olglimler yapildi.

Deney protokolii: Her bir grupta 8 deney hayvani
olacak sekilde asagidaki gibi 5 gruba aynldi. Calisma
28 glin boyunca devam ettirildi.

1. Kontrol grubu: Bu gruptaki ratlar normal su
ve standart pelet yem ile beslendi.
2. Ardi¢ yagi grubu (ardig): Bu gruptaki ratlar

50 ml/kg oraninda ardi¢ yagi katilmis pelet yem ile
beslendi.

3. Diyabetik grup (DM): Bu gruptaki ratlara
tek doz STZ (55 mg/kg bw i.p) uygulandi ve standart
pelet yem ile beslendi.

4, Diyabet+ardi¢ yagi grubu (DM+ardig): Bu
grup ratlara tek doz STZ (55 mg/kg bw i.p)
uygulanmasindan 3 giin sonra (ratlarin kan glukoz
degerleri 200 mg/dL olacak sekilde) yemlerine 50
ml/kg oraninda ardi¢ yagi katilmis pelet yem ile
beslendi.

5. Diyabet+ ilag kontrol grubu (DM+akarboz):
Bu grup ratlara tek doz STZ (55 mg/kg bw i.p)
uygulanmasindan 3 giin sonra (ratlarin kan glukoz
degerleri 200 mg/dL olacak sekilde) intragastrik
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yolla 20 mg/kg akarboz (Glucobay, Bayer) giinde bir
defa uygulandi.

Histopatolojik inceleme: 28 glinlik deneme siresi
sonunda, Otenazi sonrasi ratlarin nekropsileri
yapilarak alinan boébrek doku 6rnekleri %10’luk
tamponlu formaldehit sollisyonuna konuldu. Doku
ornekleri tespit edildikten sonra rutin takip
yapilarak paraffin bloklara gémildi ve mikrotomla
(Leica RM 2135) 4um kalinhginda kesitler alindi.
Kesitler Hematoksilen-Eozin (H.E.) ile boyanarak isik
mikroskobunda  (Nikon 80i-DS-RI2) incelendi.
Histopatolojik olarak glomeruluslarda konjesyon,
glomerular atrofi, tubulus dejenerasyonu ya da
nekrozu gibi diyabetik nefropatide olustugu
bildirilen bulgular incelendi (Yaman ve ark., 2017).
Histopatolojik bulgular, lezyonun siddetine gore
semikantitatif olarak; (-): lezyon yok; (+): hafif; (++):
orta; (+++): siddetli seklinde degerlendirildi.

immunohistokimyasal inceleme: Caspase-3
ekspresyonu streptavidin-peroxidase metoduna
(ABC) gbre  caspase-3  ticari  antikoruyla
streptavidin/biotin immunoperoxidaz kit
(Histostain-Plus Bulk Kit; Zymed, South San
Francisco, CA, USA) kullanilarak boyandi. Hazirlanan
kesitler adezivli lamlar Uzerine alindiktan sonra,
ksilen ve alkol serilerinden gegcirildi. Kesitler PBS
(phosphate buffer solution) ile yikandiktan sonra
%3’luk H202 de 20 dakika tutularak endojen
peroksidaz inaktive edildi. Antijen retrieval
soliisyonuna  (sitrat  buffer) konulup (zeri
kapatildiktan sonra 20 dakika sireyle ikiser kez i1siya
tabi tutuldu. Firindan ¢ikarildiktan sonra oda
sicakhgina gelinceye kadar bekletildi. Dokular
yeniden PBS ile yikandiktan sonra 20 dakika protein
bloking (nonimmun serum) ile bloke edildi. Her bir
doku caspase-3 (ThermoFisher Scientific, USA;
1/100 sulandirma) poliklonal antikoru damlatilip
+4°C de bir gece boyunca inkiibasyona birakildi.
Kesitler PBS ile yikanip biotinize sekonder antikor ile
oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. PBS ile
tekrar yikanan kesitler, streptavidin-peroksidaz da
20 dakika bekletildikten sonra PBS ile ayni sekilde
yikandi. Yikama isleminden sonra diaminobenzidine
(DAB) damlatilip 1-2 dakika bekletildi. Daha sonra
tim dokular Mayer’'s hematoksilende 1-2 dk
bekletilip musluk suyunda yikandi. Tekrar alkol ve
ksilen serilerinden gegirilen kesitler entellan
kullanilarak kapatildi. Boyama islemini dogrulamak
icin negatif kontroller kullanildi; Bu slaytlar primer
antikorlar yerine PBS ile reaksiyona sokuldu. Kesitler
1stk mikroskobunda (Nikon 80i-DS-RI2) incelendi ve
fotograflandi.

Biyokimyasal incelemeler: Nekropsi sirasinda
biyokimya testleri igin gerekli olan kan enjektérler
yardimiyla hayvanlarin kalbinden alinarak biyokimya
tuplerine aktarildi. Alinan kan 4000 RPM’de 5 dakika
santrifij edilerek serumlari ayrildi. Bu serumlar
galisma giliniine kadar -80°C de saklandi. Calisma
gunu serumlar oda isisinda bekletilerek erimeleri
saglandi. Daha sonra bu serumlardan (re, kreatinin,
magnezyum, fosfor, klor, potasyum, sodyum, demir
ve demir baglama kapasitesi Abott marka ticari
kitler  kullanilarak architect ¢ci16200 model
otoanalizérde galisildi.

Bobrek dokusunda oksidan ve antioksidanlarin
Olglimii: Rat bobrekleri fosfat tamponunda (0.1
mol/L, pH=7.4) homojenize edildi. Ornekler 20
dakika 10000 rpm de santrifiij edildi ve slipernatant
calisma giiniine kadar -80°C de saklandi. Calisma
glnil bobrek dokusundan katalaz aktivitesi (Lartillot
ve ark., 1988), GSH (Beutler ve ark., 1963) ve MDA
(Ledwozyw ve ark., 1986) konsantasyonlari
spektrometrik olarak 6lgllda.

istatiksel analiz: Sonuglar ortalama#standart hata
olarak  verildi. Gruplar arasi ortalamalarin
karsilastirimasinda  Duncan testi  kullanilarak
ANOVA ile vyapildi. Gruplar arasi ortalamalarin
karsilastiriimasinda  SPSS  (23.00, Chicago, IL)
kullanildi. P<0.05 istatistik olarak anlamh kabul
edildi.

Bulgular

Histopatolojik bulgular: Kontrol ve ardi¢ grubu
ratlarin bdbrek kesitlerinin incelemesinde normal
histolojik yapi gozlendi (Sekil 1-A). DM grubu
ratlarin bdbreklerinde ise 6zellikle glomerulus ve
tubuluslarda histopatolojik degisiklikler gozlendi.
Bazi glomeruluslarda  konjesyon, mezengiyal
hicrelerde dejenerasyon, nekroz ve glomeriilar
atrofi mevcuttu. Bu degisikliklerin goézlendigi
glomeruluslarda glomeruler yumak ile Bowman
kapsuli arasindaki boslugun genislemis oldugu
gorildii. Bazi glomeruluslarda ise sklerozis tepit
edildi. Tubulus epitel hiicrelerinde dejenerasyon ve
nekroz, tubuler dilatasyon, intraluminal dékintiler
tespit edildi. Ayrica kortekste dejenere olmus
tubuller ve glomeruller arasinda yer yer yangisal
hicre infiltrasyonlari  gozlendi  (Sekil  1-B).
DM+akarboz grubu ratlarin bdbreklerinde bu
bulgularin 6nemli oranda azaldigi belirlendi (Sekil 1-
C). DM+ardig grubundaki ratlarin bébreklerinde, DM
grubunda sekillenen bulgularin 6nemli oranda
azaldigi, tubulus epitel hiicrelerindeki dejenerasyon
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ve nekrozlarin 6nemsenmeyecek diizeyde oldugu
tespit  edildi. Ozellikle  glomeruluslardaki
degisikliklerin buyuk o6lglide olusmadig gorildi
(Sekil 1-D).

immunohistokimyasal bulgular: Kontrol ve ardi¢
grubu ratlarin bobreklerinde caspase-3 immun
ekspresyonu gozlenmedi (Sekil 1-A). DM grubu
ratlarin kesitlerinde 06zellikle kortekste immun-
pozitif reaksiyonlarin olustugu gozlendi. Caspase-3
ekspresyonu agirlikli olarak proksimal ve konvalent
tubulus epitel hicrelerinde mevcuttu.

Glomeruluslarin ise bazi etkilenen kisimlarinda
mezengiyal hicrelerde, podositlerde ve Bowman
kapsilinde reaksiyon tespit edildi. Medullar
bolgede ise bazi hiicrelerde sporadik olarak immun-
reaktivite izlendi (Sekil 2-B). DM+akarboz grubu
ratlarin bobrek kesitlerinde caspase-3 immun
ekspresyonun azaldigi gozlendi (Sekil 3-C). Ardig
yagl ile tedavi edilen grupta caspase-3 immun
ekspresyonunun sadece bazi distal ve proksimal
tubul epitel hiicresinde olustugu gozlenirken,
glomeruluslarda ise tek tiik hiicrede reaksiyon tespit
edildi (Sekil 2-D).

Tablo 1. Bobrek dokusunda MDA, GSH konsantrasyonlari ve katalaz aktivitesi.

Kontrol DM Ardig yagi DM + Ardig DM + akarboz
MDA (nmol/gr doku) 0.338+0.03512 0.391+0.0331° 0.354+0.0372° 0.329+0.043 @ 0.331+0.014 2
GSH (umol/gr protein) 0.027+0.004 @ 0.016+0.011° 0.031+0.008 @ 0.028+0.005 @ 0.035+0,001 @
CAT (U/gr doku) 0.779+0.093 @ 0.701+0.034°  0.758%0.060%° 0.711+0.036>® 0.725+0.0282 >

Sonuglar ortalamazstandart hata olarak verildi. Her satirdaki farkli harfler istatistik anlamhhgi ifade etmektedir (P<0.05).

CAT: katalaz; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon.

Tablo 2. Deney gruplarindaki biyokimyasal parametreler.

Kontrol DM Ardig yagi DM + Ardig DM + akarboz
Ure (mg/dl) 54.75+5.37 2 99.57+10.54 » 47.57+5.38 2 54.95+13.952 53.0048.15 2
Kreatinin (mg/dl) 0.52+0.112b 0.74+0.05 ¢ 0.48+0.02 2 0.60+0.07 b.c 0.65+0.09 «d
UIBC (g/dl) 273.66+9.87 @ 249.42+27.38 2 291.66149.34 2 306.5+68.29 2 261.6+54.472
Fe (ug/dl) 240.00+20.182b 161.00+28.84¢ 267.831£28.18 " 218.57+41.16 2 250.50+28.572 b
Mg (mg/dl) 2.77+0.44 2 3.26+0.372 2.98+0.312 2.86+0.442 3.54+0.772
Fosfor (mg/dl) 9.83+0.80? 7.35+0.55P 8.10+1.13b 7.17+1.50P 8.78+1.712b
Klor (mmol/L) 101.25+4.03 ac 95.14+4.05 " 103.28+1.70 ¢ 97.00+4.54a, ® 101.00+5.142.b
Potasyum (mmol/L)  5.90+2.56a, ¢ 5.67+097 b 4.60+0.50 ¢ 5.7410.72 &b 5.56+1.012b

Sodyum (mmol/L) 145.5045.252 137.42+3,25b

145.28+5.31°2 137.85+4.48° 143.60+3.20°

Sonuglar ortalamazstandart hata olarak verildi. Her satirdaki farkli harfler istatistik anlamhhgi ifade etmektedir (P<0.05).
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Sekil 1. A) Kontrol grubu; Bobregin normal histolojik gériinimi. B) DM g

o) ot ok

rubu; glomeruluslarda

atrofi ve glomerilar boslukta genisleme (yildizlar). C) DM + akarboz grubu; glomeruluslada atrofi.
D) DM + ardig grubu; glomeruluslarin normal yapisi izlenmekte. H & E X10.

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2018; Cilt 7, Say1 2 195



Harran Univ Vet Fak Derg, 2018; 7 (2): 192-199

Arastirma Makalesi

s
B

]

4
"
o

A\ e
har, 228

o

0 A

caspase-3 immun-ekspresyonlari izlenmekte (oklar). C) DM + akarboz grubu; tubul epitel hicrelerinde
caspase-3 immun-ekspresyonu izlenmekte (ok). D) DM + ardig¢ grubu; az sayida tubul epitelinde caspase-3
immun-ekspresyonu izlenmekte (ok). ABC teknik (anti-caspase-3).

Biyokimyasal bulgular: STZ uygulanan DM gurubu
ratlarin bébrek dokusunda MDA seviyesi kontrolden
anlamli olarak yiksek bulundu. STZ ile birlikte ardig
yagl verilen grupta MDA seviyesi DM grubundan
anlamh olarak diisiiktii. DM gurubu ratlarin bdbrek
dokusunda GSH konsantasyonu ve katalaz aktivitesi
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamh olarak
disuk bulundu. STZ ile birlikte ardig¢ yagi verilen DM
+ ardi¢ grubunda GSH konsantasyonu anlamli olarak
ylksek bulunurken, katalaz aktivitesindeki ylikselme
anlamli degildi (Tablo 1).

Diyabet (DM) grubunda serum ire ve kreatinin
seviyesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli
olarak yuiksekti. DM + ardi¢ grubunda serum Ure ve
kreatinin seviyesi DM grubundan anlamli olarak
dusik bulundu. DM grubunda demir, sodyum ve
klor konsantasyonlari kontrol grubundan anlamli
olarak dusik saptandi (Tablo 1).

Tartisma ve Sonug

Diyabetik nefropatinin (DN) gelismesinde ve
ilerlemesinde hiperglisemi aracili oksidatif stres
onemli rol oynamaktadir. Yapilan c¢alismalarda,
hipergliseminin antioksidan savunma sisteminin
azalmasina neden olarak reaktif serbest radikallerin
Uretimini arttirdigi ve oksidatif stresi indikledigi
gosterilmistir (Matough ve ark., 2012; Sellamuthu
ve ark., 2013). Bundan dolayr glisemik kontrol,

DN’nin tedavisinde oksidatif stresin azaltilmasi igin
odak hedef olmaya devam etmektedir (Palsamy ve
Subramanian, 2011). Hipergliseminin  zararl
etkilerine karsi korumada ve ayni zamanda glukoz
metabolizmasi lizerindeki olumlu etkilerden dolayi
diyabet tedavisinde antioksidant aktiviteye sahip
bitkiler ile bu bitkilerden elde edilen bazi etken
maddelerin diyabetik kosullari dizeltebilecegi 6n
gorulmustir (Nicolle ve ark., 2011). Sunulan bu
calismada, ardi¢ yaginin STZ ile indiiklenen DN’de
hipergliseminin neden oldugu oksidatif strese karsi
renoprotektiv  potansiyeli  arastinlmistir.  STZ
uygulamasi dolayh olarak serbest radikal Gretimini
ortaya cikaran lipid peroksidasyonda bir artmayla
sonuclanmaktadir (Lalenti ve ark., 1993). Serbest
radikallerin etkisi sonucu MDA dizeyinde artis
meydana gelir. Artan MDA dizeyi oksidatif
membran hasarinin  6nemli bir gostergesidir
(Freeman ve Crapo, 1981). STZ uygulanmis ratlarin
bobrek dokusunda MDA seviyesinin  arttigi
belirtilmistir (Madhuri ve Naik, 2017). Sunulan bu
calismada, STZ uygulanmis rat bobrek dokusunda,
kontrol grubu ile karsilastirldiginda MDA seviyesi
anlamh olarak vyiksek bulundu. Ardic vyagi
uygulamasi sonucu DM+ardi¢ grubu ratlarin bébrek
dokusunda MDA duzeyleri, diabetik grupla
karsilastinlldiginda  anlamli  derecede azalma
meydana geldigi gorildu. Bu sonuglar, ardi¢ yaginin
serbest radikalleri azaltarak lipid peroksidasyonunu
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baskiladigini ve bobreklerde membran lipidlerini
oksidatif hasara karsi korudugunu gostermektedir.

Diyabetik nefropatide, degisen derecelerde
olmakla birlikte, hem glomeriler hem de
tubulointerstisyel hasar meydana gelmektedir
(Fioretto ve ark., 1998). Glomerulopati, glomerulus
bazal membranlarda kalinlagma, glomeriler epitel
hicresi (podosit) kaybi, glomerulosklerozis (Dalla ve
ark., 2001; Forbes ve ark., 2008), glomerular atrofi
ve Bowman boslugunda genisleme (Mauer ve ark.,
1984) ile karakterizedir. Tubuluslarda ise tubuler
dilatasyon ve atrofi (de Haan ve ark., 2005), epitel
hicrelerinde dejenerasyon ve nekroz (Uyar ve ark.,
2017; Yaman ve ark., 2017) bildirilen histopatolojik
bulgulardir. Sunulan bu ¢alismada DM grubu
ratlarda benzer sonuglarin goézlenmesi, ratlarin
DN’den dolayl muzdarip oldugunu gosterdi (Liu ve
ark., 2008). Bununla birlikte, ardi¢ yagi ile tedavi
sonucunda DM+ardi¢ grubunda glomeriiler atrofi,
glomeriiloskleroz ve tubulointerstisyel hasari 6nemli
Olglide azaldig1 goriildi. Reaktif oksijen tiirlerindeki
artisin renal hiicre apoptozisine neden olarak DN'yi
indikleyebilecegi belirtilmistir (Wagener ve ark.,
2009). Renal proksimal tubuler hicrelerin, STZ ile
indliklenen diyabetik farelerde (Haan ve ark., 2005),
ratlarda (Kelly ve ark., 2004; Kumar ve ark, 2004) ve
diyabetik hastalarda (Kumar ve ark., 2004) apoptozis
sergiledikleri bildirilmistir. Caspase’larin, apoptozisin
indiiksiyonunda ve DN'de merkezi bir rol oynadiklari
vurgulanmistir (Wagener ve ark., 2009). Sunulan bu
calismada, DM grubu ratlarda, tubulus epitel
hiicrelerinde goriilen caspase-3 ekspresyonun, ardig¢
yagl ile tedavi edilen grupta 6nemli derecede
azaldigi gorildi. Yapilan ¢alismalar, antioksidanlarin
ve sitoprotektif proteinlerin, renal hicrelerin ROS
ile indliklenen apoptozuna ve diyabetik nefropatinin
gelismesine karsi koyabildigini gdstermistir (Das ve
Sil, 2012; Wagener ve ark., 2009). Bunun muhtemel
nedeninin bitklierde bulunan fenolik bilesiklerin,
serbest radikallere karsi stpirici etkisi oldugu ve
gucli antioksidant role sahip olduklari bildirilmistir
(Sakulnarmrat ve Konczak 2012; Yaman ve ark.,
2016).

Nefropati, diyabetle iliskili mikrovaskiler
koplikasyonlardan biridir (Reutens, 2013). STZ’nin
indlkledigi diyabetik ratlarda, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda serum lre ve kreatin seviyesinde
artma ve osmotik dilirez ve ekstraselller sivi
voliimiinde azalma meydana geldigi bildirilmistir
(Madhuri ve Naik, 2017; Sheela ve ark., 2013).
Sunulan bu ¢alismada, diyabetik ratlarda artan Ure
ve kreatin seviyelerinin tedavi grubunda anlamli
sekilde azalmasi, ardi¢ yaginin diyabete bagli gelisen
mikrovaskdiler komplikasyonlari azaltarak
nefropatiye karsi koruyucu etkinlik gosterdigi
anlasilmaktadir.  Kimyasal olarak indiklenen
toksisiteye karsi en 6nemli koruyucu biyomolekiil

olan GSH, GPx'in varliginda hidrojen peroksidin
indirgenmesine aracilik eder (Rajarajeswari ve Pari;
2011). Diyabetik ratlarda GSH seviyesinde gozlenen
azalma oksidatif stresten dolayr GSH kullanimindaki
artmay! gosterir  (Dormandy, 1980). Sunulan
¢alismada, daha onceki galismalarla uyumlu olarak
STZ uygulanmig rat bobrek dokusunda GSH
konsantasyonunun anlamli olarak azaldigi bulundu.
GSH konsantasyonundaki azalmanin diyabetik
komplikasyonlarin gelismesinde rol oynayabilecegi
belirtilmistir (Lee ve ark., 2000; Obrosova ve ark.,
2003). Diyabetik ratlara ardi¢ yagi uygulamasi, GSH
seviyesinin diyabetik grupla karsilastirildiginda
anlamli olarak yukselmesine sebep olmustur. GSH
seviyesinde bu artma diyabetik ratlarda oksidatif
stresin azalmasindan sorumlu olan faktorlerden biri
olabilir.

Ardi¢ tedavi grubu ile DM+akarboz grubunun
histopatolojik ve immunohistokimyasal sonuglari
arasinda anlamli bir farklihk mevcut degildi. Tablo
1’de gorildugi gibi MDA ve GSH konsantrasyonlari
ile katalaz aktivitesi degerleri arasinda anlamh
farkhhk olusmadigi belirlendi. Tablo 2'de ise iki
grubun degerleri karsilastinildiginda, bazi
parametrelerin yakin oldugu gozilirken bazilarinin
ise farkli oldugu tespit edildi. Dolayisiyla, ardig
yaginin tek basina tedavi alternatifi olarak degil,
belki ilaglara yardimci olarak kullanilabilecegi
disunulebilir.

Sonu¢ olarak, STZ ile olusturulan deneysel
diyabetik nefropati modelinde histopatolojik,
immunohistokimyasal ve biyokimyasal bulgular
dogrultusunda, ardi¢ yaginin antioksidan o6zelligi
sayesinde bobrek dokusunu koruyucu etkileri
oldugu gosterildi.
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Ozet: Sunulan ¢alismada; Sanhurfa yéresinde yaygin bir sekilde yapilan dogal barinak/magara besiciliginde hayvan refahinin
iyilestirilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda; Sanliurfa yoresi magara hayvancili§inda yeme katilan ve althk olarak kullanilan
Zeolit mineralinin kan serumu ve rumen parametreleri, hayvanlarin canli agirliklari ve ahir havasi lzerine etkisi arastirildi.
Cahsma; magara sartlarinda sigir besiciligi yapilan isletmelerde yuritildi. Her birinde 40-50 bas kiltir melezi ve 1-1.5
yaslari arasinda saglikli erkek besi sigiri bulunan, 40 magara kullanildi. Bu magaralar; her bir grupta 10 adet magara olacak
sekilde toplam 4 gruba ayrildi. Kontrol grubunda, yemlerine zeolit katilmadi, altlik olarak zeolit kullaniimadi. Grup I’de altlik
olarak zeolit kullanildi, yemlerine zeolit katilmadi. Grup 2’de, yem katkisi olarak %2 zeolit iceren rasyon uygulandi, altlik
olarak zeolit kullaniimadi. Grup 3’te ise hem %2 zeolit iceren rasyon uygulandi, hem de altlk olarak zeolit kullanildi. Her
gruptan 10 hayvan olmak Uzere, toplam 40 hayvanda kan serumu biyokimyasal analizleri (total protein, ure, kolesterol,
trigliserit, NEFA (Esterlesmemis yag asitleri), Ca, P, Mg, Na, K), rumen sivisi analizleri (ugucu yag asitleri, amonyak, pH) ve
ahir amonyak gazi 6lgtimleri yapildi. Deneme ortasi ve sonunda rumen sivisi amonyak diizeyi Grup 2 ve 3’te, rumen pH’si ise
Grup 3’te belirgin derecede distli. Deneme ortasi ve sonunda Grup 2’de serum kolesterol ve fosfor, Grup 3’te ise serum
potasyum diizeyinde azalma gozlendi. Magara ortami amonyak gazi degerleri agisindan Grup 1 ve 3’te, Kontrol ve Grup 2’ye
gbre azalma goruldi. Boylece, Grup 1 ve 3’te ahir kokusu 6nemli derecede azaldi (P<0.01). Sonug olarak, besi sigirlarinda
yem katki maddesi ve altlik olarak kullanilan zeolitin incelenen hematolojik ve biyokimyasal parametreler agisindan énemli
diizeyde bir degisiklik yapmadigi; hayvanlarin saghgi, canh agirliklari, ahir havasi ve kokusuna olumlu etki yaparak hayvan
refahina katkisi oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Zeolit, Magarada sidir besisi, Hayvan refahi.

Effect of Zeolite Mineral on Animal Welfare in Natural Shelters, Sanliurfa Region

Abstract: In this study; it has been aimed to improve animal welfare in cattle feeding performed in Sanliurfa caves. In this
scope; effect of zeolite used as feed additive and base on air climate in the caves, on some blood and ruminal fluid
parameters and some cattle diseases were investigated. 40 caves with similar environments were included into the study.
Caves contained 40-50 healthy male crossbred beef cattle between the ages of 1-1.5. These caves divided into four groups
each containing 10 caves. In control group (n=10), zeolite was not used as feed additive or base. In group 1 (n=10), zeolite
was used as base, but not as additive. In group 2 (n=10), a ration added with 2% zeolite, was used and no zeolit was used
for base. In group 3 zeolite was used as both feed additive and base. Blood serum biochemical analyses (total NEFA, total
protein, urea, cholesterol, trigliseride, Ca, P, Mg, Na, K) and ruminal fluid composition (fatty acids, ammonia, pH) and barn
ammonia gas levels were measured. Ruminal ammonia levels decreased in groups 2 and 3 at mid trial and post
experimental period. Ruminal pH also decreased in group 3. Decreases of serum cholesterol and phosphorus in Group 2;
potassium levels in group 3 were observed. With regard to concentrations of ammonia levels in the air, decreases were
determined in Group 1 and 3 when compared with Control and Group 2. Thus barn smell significantly decreased in Groups 1
and 3. As a result, zeolite as feed additive and base had not significant effect on hematological and biochemical parameters
of beef cattle. Furthermore, it had positive contribution to animal welfare and health as well as body weights by positively
affecting the air quality in the barn

Keywords: Zeolite, Cattle feeding in cave, Animal welfare.

Giris

Sanlurfa’da dogal barinaklardaki besicilik, etmesi, ahir-tesis maliyeti gerektirmemesi bu tip
daha ¢ok il merkezine yakin daglik alanda yer alan besiciligi  ¢ekici  kilmaktadir. Magara tipi
magaralarda yapilmaktadir. Magaralarin yazin barinaklarda genellikle, 1-1.5 yasindaki kaltir
serin, kisin sicak olmasi; dogal bir barinak arz melezi ve/veya verli erkek danalar, yetistirme
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olanaklari ve besi performansina bagl olarak 6-12
aylik periyotlar halinde besiye alinmaktadir. Besi
periyodu sonunda kesim agirligina ulasan
hayvanlar i¢ piyasaya satilmaktadir.

Magaralar; 100 ila 5 bin hayvan alabilecek
kapasiteye sahiptirler. Boyu 3-11 metreye varan
baca delikleri agilarak havalandirma saglanmistir.
icme suyu, magaranin dibinde veya 6ninde
aciimig kuyulardan temin edilmektedir.
Magaralarda hayvancilikla ugrasan insanlarda
ahir kokusu, sark ¢ibani problemi ¢ikmakta, uzun
siire magarada kalan hayvanlarda ise amonyak
gazi basta olmak (izere irrite edici ahir gazlarina
ve zeminin kirli ve nemli olusuna bagh olarak
solunum, sindirim, g6z ve ayak hastaliklari
gorilebilmektedir. Arastirmada kullanilan zeolit
minerali alkali ve toprak alkali metallerin kristal
yaplya sahip sulu aliminyum silikatlari olarak
tanimlanmakta, yapisinda K, Na, Al, Si, Fe Mg, P
ve Ca gibi elementleri icermekte, sivi ve gaz
molekiillerini, blnyesindeki bosluklara kolayca
alabilmektedir (Azman ve ark., 1999; Demirel ve
ark., 2010). Dliinyada zeolit rezervi olarak en gok
bulunan ve teknolojik 6zellikleri en iyi olan zeolit
minerali klinoptilolittir. Klinoptilolit, lifsi olmayan
mineral yapisi, zararli elementler icermemesi ve
kalitesinin yuksekligiyle organik hayvancilikta yem
katki maddesi olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Tirkiye, 45.8 milyar ton zeolit
rezervi ile diinyada o6n siralarda bulunmaktadir
(Celebi ve Kaya, 2012; Demirel ve ark., 2010).
Zeolit mineralinin blylkbas hayvanlarda ahir
kokusu, althk kalitesi ve ortamin nem durumuna
etkisi Gzerine bir ¢alisma bulunmamakla beraber,
kanath kimes hayvanlarinda althk kalitesini
artirdigl, diskinin kuru olmasini sagladigi, kiimes
amonyak oranini azaltarak kiimes havasinin temiz
olmasini sagladigi bildirilmektedir (Aksit ve ark.,
2000; Altan ve ark., 1998; Celebi ve Kaya, 2012;
Demirel ve ark., 2010; Mumpton,1999; Suchy ve
ark., 2006). Yemlerle alinan zeolitin, rumende
olusan amonyagi bagladig, iyon degistirici 6zelligi
nedeniyle kontrollii olarak ortama biraktig, bu
sayede rumen mikroorganizmalarinin devamli ve
kontrolli bir sekilde ¢ogaldigi ve bdylece
hayvanlar icin cok 6nemli olan bakteriyel protein
olustugu; amonyum toksikasyonunu onledigi,
rumen pH’si  ve gastrointestinal salgilari
tamponlama kapasitesini ayarladigi, canli agirhk
ve besi performansini olumlu yoénde etkiledigi
belirtiimektedir (Balevi ve ark., 1998; Colpan ve
ark., 1995; Demirel ve ark., 2010; Filya ve ark.,
1999; Nestorov ve ark., 1985; Toker ve
Koknaroglu, 2004; Varel ve ark., 1987).

Yine c¢esitli arastiricilar tarafindan yapilan
¢alismalarda yemlerine zeolit katilan hayvanlarda
kan ve rumen sivisi metabolitleri izerine zeolitin
herhangi bir zararh etkisine rastlanmamistir (Filya
ve ark., 1999; Grabherr H, 2010; Ural ve Erdogan,
2016). Bu galismada; Sanliurfa yoresinde yaygin
bir sekilde yapilan dogal barinak/magara
besiciliginde hayvan refahinin iyilestirilmesi
amaglanarak, Sanlurfa yoresi magara
besiciliginde yeme katilan ve althk olarak
kullanilan Zeolit mineralinin magara havasina,
kan serumu ve rumen sivisi metabolitleri ile bazi
sigir hastaliklari ve canh agirlik Gzerine etkisi
arastirildi.

Materyal ve Metot

Calisma; magara sartlarinda sigir besiciligi
yapilan igletmelerde yurutildi. Her birinde 40-50
bas sigir bulunan 40 magarada 1-1.5 vyaslan
arasinda kiltir melezi erkek besi sigirlari kullanildi.
Bu magaralar; her bir grupta 10 adet magara olacak
sekilde 4 gruba ayrildi. Kontrol grubu magaralarda,
yem katkisi veya altlik olarak zeolit kullaniimadi.
Grup 1’'de zeolit altlik olarak kullanilirken yemlerine
katilmadi. Grup 2’ de, yem katkisi olarak %2 zeolit
iceren rasyon uygulandi, althk olarak kullaniimadi.
Grup 3’'de ise hem %2 zeolit iceren rasyon
uygulandi, hem de altlik olarak kullanildi.  Althk
olarak hayvan basina glinliik 0.50 kg zeolit serpildi.
Arastirmada kullanilan kaba ve konsantre yemlerin
besin madde analizleri yapilarak rasyon hazirlandi.
Rasyonlar, glnliik iki 6glin halinde ad libitum olarak
verildi. Rasyonun bilesimi ve besin madde igerikleri,
Tablo 1’de sunulmustur. Hayvanlar, denemenin
basinda paraziter invazyonlara karsi ilaglandi.
Hayvanlarin 6nlinde strekli su bulunduruldu.
Deneme, 3 ay olarak planlandi. Deneme Oncesi ve
sonrasinda her grupta rastgele yontemle segilen
30’ar hayvanda canli agirliklar tespit edildi.

Ahir ortami amonyak diizeyi gaz 6l¢im cihazi
(Industrial scientific) ile olctldi. Nem oranlari,
TESTO marka rutubet ve sicaklik 6lciim cihaziyla
tespit edildi. Metan gazi 6lgiimleri, metan gazi
olgiim cihazi (Industrial scientific) ile calismanin son
iki ayinda gerceklestirilmistir. Deneme Oncesi,
ortasi (45. glin) ve sonunda (90. giin), her gruptan
10 saglikh hayvan olmak lizere, toplam 40 hayvanda
rumen sivisi analizleri (total ucucu yag asitleri,
asetik asit, propiyonik asit, butirik asit, asetik
asit/propiyonik asit orani; amonyak, pH) ve kan
serumu biyokimyasal analizleri (total protein, Ure,
kolesterol, trigliserit, NEFA, Ca, P, Mg, Na, K)
yapildi. Numuneler sabah yemlemesinden 3 saat
sonra alindi.
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Biyokimyasal analizler igin, V. jugularisten
yaklasik 10 ml kan alindi. 3000 devirde 15 dakika
santriflj edilerek serumlari ayrildi ve analizleri
yapilmak (zere derin dondurucuda -20°C'de
saklandi. Kan serumunda total protein, (re,
kolesterol, trigliserit, Ca, Mg, P, Na, K analizleri
Cobas Integra 800 (Roche) otoanalizéri ile olgulda.
Serum NEFA (esterlesmemis ugucu yag asidi) ise
ticari kit (Wako) kullanilarak spektrofotometrede
enzimatik kolorimetrik yontemle tayin edildi.
Rumen SIVISI sonda yardimiyla alindi.
Bekletilmeden, rumen pH'si 6lglldli. Rumen ugucu
yag asitleri gaz kromatografi cihazinda kapiller
kolon kullanilarak 6lgtildii. Rumen amonyak miktari
ticari kitler kullanilarak Cobas Integra 800 (Roche)
otoanalizorde belirlendi. Amonyak azotu (NHs-N)
tayini i¢cin rumen sivisi, su islemlerden gegirildi:
Rumen sivilari ¢ift katli tilbentten siizilerek kaba
partikillerden uzaklastirildi ve 20 ml rumen sivisi
Uzerine konsantre H2SO4 (%96'lik) den 4-5 damla
(300-400 pl) damlatilarak karistirildi. 1-2 saat
bekletildikten sonra, 3000 devirde 10 dakika
santrifij edilerek, kaba partikuller uzaklastirildi.

Ugucu yag asidi (asetik, butirik ve propiyonik
asit) tayini icin iki paralel 10 ml rumen sivisi 4000
devirde 15 dk santrifije edilerek kaba partikiillerin

dibe ¢okmesi saglandiktan sonra, iki paralel olan
rumen sivilarinin st kisimlarindan 5'er ml alinarak
birlestirildi ve Gzerlerine 0.5 ml formik asit, 1.5 ml
metafosforik asit eklenerek tekrar 4000 devirde 15
dakika santriftj edildi. Sivinin st kismindan 3'er
ml'lik iki paralel tiipe aktarilarak analizleri yapilmak
Uzere derin dondurucuda -20°C'de saklandi.
Deneme siresince; solunum, sindirim, ayak ve goz
hastaliklari agisindan, her grupta genel muayene
yapilarak klinik olarak hastalik durumlari belirlendi.
istatiksel analizler; SPSS paket programinda
GLM (General Linear Model) kullanilarak yapildi.

Bulgular

Deneme Oncesi, ortasi (45. glin) ve sonuna (90.
glin) ait rumen sivisi analizleri (total ugucu yag
asitleri, asetik asit, propiyonik asit, butirik asit,
asetik asit/propiyonik asit orani; amonyak, pH) ve
kan serumu biyokimyasal analizleri (total protein,
Ure, kolesterol, trigliserit, NEFA, Ca, P, Mg, Na, K)
sonuglari, Tablo 2 ve 3’de gosterilmistir. Buna gore;
deneme ortasi ve sonunda rumen amonyak diizeyi
Grup 2 ve 3’de, rumen pH’si ise Grup 3’'te disti
(P<0.05).

Tablo 1. Kontrol ve Zeolit katkil gruplarda (grup 2 ve 3) kullanilan rasyon ve besin madde Kompozisyonlari.

Ham Madde % Kontrol Zeolit
Bugday Samani 26,00 23.00
Arpa 11.50 11.50
Bugday 11.50 11.50
Burgak 11.50 11.50
Misir 11.50 11.50
Murdimuk 11.50 11.50
Pamuk Tohumu Kiispesi 14.45 15.45
Kiregtasi 1.40 1.40
Tuz 0.40 0.40
Min Vit 0.25 0.25
Zeolit - 2
Besin Madde Kompozisyonu Kontrol Zeolit
Rasyon Kuru Madde Orani, % 89.09 89.32
Ham Protein, % KM 15.22 15.55
ME, Mcal/kg KM 2.42 2.40
Ca, % KM 0.66 0.65
P, % KM 0.36 0.37
NDF, % KM 36.91 34.84

Magara ortami amonyak diizeyleri, Tablo 4’de
gosterilmistir. Buna gore, magara ortami amonyak
gazl degerleri agisindan deneme 6ncesinde gruplar
arasinda fark bulunmadi. Denemenin 15., 30., 45. ve
90. glnleri itibariyla, ozellikle Grup 1 ve 3'te,
Kontrol ve Grup 2’ye gbre P<0.01 dizeyinde fark
belirlendi. Bbylece, Grup 1 ve 3’te ahir kokusu
onemli derecede azald.

Magaralarda metan (LEL; dustk salinim limiti:
0-2), sicakhk (20-23°C) ve rutubet (%65-70)
sonuglari ¢ok dar sinirlar arasinda degisim goésterdi.

Bu parametrelerde, gruplar arasinda bir fark
bulunmadi. Tim gruplarda deneme baslangicinda
magara ortamindaki yogun amonyak tahrisine bagli
olarak; Kontrol grubunda 44, Grup 1’de 55, Grup
2’de 48, Grup 3’de ise 62 hayvanda hafif ya da orta
derecede 6ksirik semptomu gozlendi. Denemenin
sonunda Kontrol grubunda 29 (%34.09 iyilesme),
Grup 1'de 26 (%52.72 iyilesme), Grup 2’de 27
(%43.75 iyilesme), Grup 3’de ise 30 (%66.12
iyilesme) sigirda  okslrik semptomu saptandi
(P<0.01). Deneme siiresince Kontrol grubunda 9,
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Grup 1'de ise 6 hayvanda primer timpani sekillendi.
Grup 2 ve 3'de bu hastaliga rastlanmadi.
Denemenin sonuna dogru Kontrol grubunda 2, Grup
1’de 2 olmak Uzere toplam 4 sigirda ishal vakasina

rastlandi. Deneme siresince hayvanlarin genel
saghgini belirgin olarak etkileyecek sekilde ayak ve
g0z hastaliklarina rastlanmadi.

Tablo 2. Zeolit mineralinin rumen parametreleri tizerine etkisi (x£Sx).

Parametreler Deneme dncesi 45. giin 90. giin P
Kontrol 72.76%1.85 71.30£1.87 72.88+1.42
Grup 1 73.39£1.41 72.64+1.21 72.20+1.47
Total UYA mmol/I Grup 2 71.21+1.74 71.36+1.54 73.17+1.00 -
Grup 3 72.94+1.44 73.10+1.50 73.50+1.23 -
Kontrol 53.76%1.85 53.30£1.87 53.88+1.42
Grup 1 54.39+1.41 54.64+1.21 53.20+1.47
Asetik asit mmol/I Grup 2 52.21+1.74 51.57+1.64 54.17+0.89 ---
Grup 3 53.94+1.44 53.50+1.38 50.57+1.51 -
Kontrol 30.92£1.58 31.13£1.66 30.54+0.93
Grup 1 30.21+1.31 29.77+1.04 30.87+0.99 -
Propiyonik asit mmol/I Grup 2 32.02+1.41 32.52+1.06 30.82+0.65 ---
Grup 3 30.88+1.44 30.97£1.09 33.81+1.11
Kontrol 10.77+0.47 11.08+0.34 10.75+0.44 -
Grup 1 10.71+0.42 10.99+0.27 10.80+0.44 -
Biitirik asit mmol/I Grup 2 11.16%0.46 11.08+0.42 10.45+0.35 -
Grup 3 10.36+0.40 10.76+0.41 10.79+0.35
Kontrol 1.80+0.14 1.78+0.15 1.79+0.09 -
Grup 1 1.84+0.11 1.87+0.10 1.75+0.09 -
Asetik/Propiyonik Grup 2 1.68+0.12 1.61+0.10 1.77+0.06 ---
Grup 3 1.80+0.13 1.760.11 1.52+0.09
p - - —
Kontrol 16.61+0.92 15.76+0.85 15.50+0.65
Rumen Amonyak Azotu (NH3-N) Grup 1 16.96+0.86 15.60+0.73 15.34+0.50
Grup 2 16.2140.67 14.26+0.758 14.21+0.548 P<0.05
mg/100ml
Grup 3 16.15+0.44A 14.87+0.718 14.80+0.528 P<0.05
P - - —
Kontrol 6.30£0.06 6.29+0.13 6.35+0.13
Grup 1 6.38+0.11 6.28+0.08 6.30+0.10
pH Grup 2 6.25+0.09 6.13+0.07 6.11+0.10
Grup 3 6.32+0.094 6.08+0.07° 6.04+0.058 P<0.05
P - - —
---: Onemsiz

Her grupta 30’ar hayvanda, canli agirliklar
Olculdii. Buna gore; baslangic canh agirlik
ortalamalari sirasiyla Kontrol, Grup 1, 2 ve 3'te
206.742.75; 212.443.53; 202.0+4.34; 209.1+3.89
iken, 90. gilin sonunda 288.8+2.23; 295.5+3.23;
290.1+3.29; 298.7+4.65 degerlerine ulasti (P>0.05).
istatistiksel olarak fark gorilmese de Grup 3’de
sayisal olarak canli agirlik artisi gbzlendi.

Tartisma ve Sonug

Zeolitin amonyaga olan afinitesi sonucunda
rumende amonyak miktari diismektedir (Colpan ve
ark., 1995; Demirel ve ark., 2010; Filya ve ark., 1999;
Minato, 1968). Calismada zeolit mineralinin, Grup 2
ve 3’de rumen sivisi amonyak miktarini distrdigu
(P<0.05) tespit edildi (Tablo 2). Bu tabloda Grup
3'de goriilen rumen pH’sindaki dislslerin  de
amonyak miktarindaki azalmaya bagl olabilecegi

soylenebilir (Rosenberger, 1970). Grup 2 ve 3’'de
istatistiki 6nem olmasa da deneme ortasi ve
sonunda deneme Oncesine gore rumen sivisi total
ugucu yag asitlerinde literatlir verilerine (Filya ve
ark., 1999) paralel olarak artis gézlenmistir (Tablo
2). Deneme ortasi ve sonunda Grup 2’'de serum
kolesterol ve fosfor, Grup 3’de ise serum potasyum
diizeyinde azalma (P<0.05) gozlendi (Tablo 3).
Sigirlarda serum kolesterol konsantrasyonu ile
karaciger yag konsantrasyonu arasinda ters bir
oranti bulunmaktadir. Karaciger yaglanmasinda
serum kolesterol diizeyi dismektedir (Basoglu ve
Seving, 2004). Entansif hayvancilikta karaciger
yaglanmasi problemi s6z konusudur. Bu durum kan
kolesterol seviyesinin azalmasinin bir nedeni
olabilir. Literatiirde zeolitin safra asidi tuzlarini
sindirim kanalinin ylizeyinde adsorbe ettigi, bu
nedenle kan serumu kolesterol diizeyinin distigu
de belirtiimektedir (Prvulovic ve ark., 2007). Bu
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gruplarda serum trigliserit seviyelerinde artis
olmamasi karacigerde 6nemli derecede bir hasarin
olmadigini gostermektedir. Literatlir verilerine
uygun olarak kan serumu fosfor miktarindaki
azalma zeolit mineralinin fosforun kullaniimasini
azaltmasi ve plazma inorganik fosfati baskilamasiyla
aciklanabilir (Rabon ve ark., 1991; Roland ve ark.,
1990; Thilsing-Hansen ve ark., 2002). Fosfor
diizeyindeki azalma, barsaklardaki muhtemel bir
emilme problemine bagli olabilecegi gibi, dolasimda
yuksek seviyedeki paratiroid hormonuyla da iliskili
olabilir. Cunkid bu hormonun vyiksek dizeyleri

bobreklerden fosfor atiliminda artisa neden
olabilmektedir (Thilsing-Hansen ve ark., 2002).
Potasyum diizeyi, deneme baslangicina gore
deneme ortasinda Grup 3’te azalmasina ragmen
(P<0.05) tim gruplarda elde edilen degerler normal

fizyolojik sinirlar igerisindeydi. Clinkii potasyum

dizeyindeki artislara bagh olarak hiperkalemi
gelismekte ve sonucgta kalp bozukluklari, kas
hastaliklari, asit-baz  ve elektrolit dengesi

bozukluklari ortaya ¢ikabilmektedir (Weldon ve ark.,
1992).

Tablo 3. Zeolit mineralinin kan serumu biyokimyasal parametreler tizerine etkisi (x+Sx).

Parametreler Deneme oOncesi 45. giin 90. giin P
Kontrol 0.56+0.02 0.57+0.02 0.56+0.02 -
Grup 1 0.55+0.02 0.54+0.02 0.51+0.02 -
NEFA mmol/| Grup 2 0.54+0.02 0.53+0.03 0.53+0.03 -
Grup 3 0.54+0.02 0.5440.04 0.53+0.04 -
p — — —
Kontrol 7.40+0.19 7.41+0.20 7.50+0.16 -
Grup 1 7.81+0.12 7.74£0.13 7.79£0.12 -
T Prot g/dl Grup 2 7.76+0.15 7.79+0.12 7.77+0.13 -
Grup 3 7.70+0.20 7.71+0.20 7.73+0.18 -
p — — —
Kontrol 29.9043.33 29.50+2.90 28.30+2.48 -
Grup 1 28.70+2.23 28.80+1.82 27.50+1.61 -
Ure mg/dl Grup 2 28.60+2.97 28.80+2.38 28.60+2.24 -
Grup 3 29.0042.25 29.30+1.62 29.40+2.91 -
p — — —
Kontrol 157.20+7.24 153.50+6.24 152.10+6.14 -
Grup 1 152.30+11.06 150.60+8.50 151.5047.75 -
Kolesterol mg/dl Grup 2 161.20+11.43A 156.10+10.138 153.1049.168 P<0.05
Grup 3 170.10+£12.16 165.90+11.82 165.90+11.83 -
p — - -
Kontrol 13.53+0.84 13.13+0.73 12.93+0.53 -
Grup 1 12.62+0.97 12.41+0.85 12.08+0.80 -
Trigliserit mg/dl| Grup 2 14.53+1.09 14.12+1.04 13.59+0.91 ---
Grup 3 13.77+1.24 13.18+1.22 13.36+1.01 -
p — - —
Kontrol 10.3940.18 10.2240.18 10.31#0.15
Grup 1 10.38+0.23 10.33+0.26 10.44+0.23 -
Ca mg/dl| Grup 2 10.66+0.16 10.67+0.20 10.78+0.16 -
Grup 3 10.66+0.26 10.87+0.20 10.9940.21 -
p — - —
Kontrol 6.63+0.39 6.67+0.32 6.63+0.31 -
Grup 1 6.96+0.25 6.90+0.25 6.85+0.21 -
P mg/dI Grup 2 6.92+0.23A 6.72+0.208 6.55+0.17¢ P<0.05
Grup 3 6.62+0.29 6.47+0.19 6.55+0.22 -
P — - —
Kontrol 2.61+0.12 2.59+0.12 2.57+0.11 -
Grup 1 2.57+0.10 2.50+0.09 2.47+0.10 -
Mg mg/dI Grup 2 2.62+0.07 2.59+0.10 2.54+0.75 -
Grup 3 2.75%0.11 2.68+0.09 2.61+0.10 -
2] — - —
Kontrol 143.70+1.65 142.10+1.90 144.10+2.13 -
Grup 1 148.10£1.97 147.60+2.50 146.30£2.73 -
Na mmol/I Grup 2 147.60£1.54 148.30+1.90 147.90+2.19 -
Grup 3 147.90+1.73 146.90+1.97 144.40+1.99 -
2] — - —
Kontrol 4.3510.10 4.46+0.11 4.40£0.14 -
Grup 1 4.57+0.09 4.49+0.11 4.50£0.13 -
K mmol/I Grup 2 4.71+0.98 4.63+0.13 4.6510.13 -
Grup 3 4.94+0.154 4.82+0.168 4.78+0.148 P<0.05
2] — - —
——-: Onemsiz
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Tablo 4. Zeolit mineralinin dogal barinak ortami amonyak gazi dizeyine (ppm) etkisi (x+5x).

Gruplar Baslangig 15. giin 30. giin 45. giin 90. giin P
Kontrol 16.50+6.64 19.30+5.722 20.90 + 6.85° 20.30 £ 6.48° 18.10+5.752 -
Grup 1 21.50 + 6.494 9.40 + 1.968 8.90 + 3.38% 11.40 + 3.89°8 10.05+3.25b8 P<0.01
Grup 2 15.50+5.36 15.90 + 5.30° 20.50 +6.752 15.90 + 3.07% 16.48+3.152
Grup 3 21.40 + 6.65* 5.90 +2.77% 6.30 + 2.00°® 6.70 + 3.33<¢ 8.20+4.108 P<0.01
P P>0.05 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01

--: Onemsiz

Calismada kan serumu NEFA, ire, total
protein, Na, Ca ve Mg konsantrasyonlari ve rumen
sivisi  total ugucu vyag asitleri (asetik asit,
propiyonik asit ve biitirik asit) referans degerleri
(Borchardt, 2010; Rosenberger, 1990) araliginda
bulunmus olup zeolitin olumsuz bir etkisine
rastlanmamistir.  Zeolitin amonyum iyonlari ve
amonyaga karsi spesifik bir afinitesi
bulunmaktadir (Demirel ve ark., 2010; Minato,
1968). Calismada oOzellikle zeolitin altlik olarak
kullanildigi gruplarda (Grup 1 ve 3) barinagin
amonyak gazi seviyesi 6nemli o6l¢clide (P<0.01)
azalmistir (Tablo 4). Domuzlarda yapilan bir
calismada, %2 oraninda yem katki maddesi olarak
kullanilan zeolit, ortamin amonyak dizeyini %33
dizeyinde azaltmistir (Milic ve ark., 2005).
Calismada zeolit mineraline bagh olarak ahir
ortami amonyak dizeyinin azalmasinin sigir
besiciliginde pratige katkisi olacaktir.

Gunimuzde vyapilan entansif hayvancilik,
cesitli gazlar ve koti koku yayilmasiyla cevreye
olumsuz etki yapmaktadir. Bu kapsamda en
onemli hava kirleticilerden birisi amonyaktir.
Digerleri ise; metan, karbon dioksit, hidrojen
sulfiir, nitroz oksit ve 130 dan fazla sayida eseri
miktardaki gazlardir (Milic ve ark., 2005).
Arastirmadaki besi isletmelerinin sahipleri, zeolitin
magara ortaminin kokusunu azalttigini ve bu
minerali isletmelerinde kullandiklari i¢gin memnun
olduklarini ifade etmislerdir. Ahir ortaminda
amonyak olusmasi, hayvanlarin saghgini da
etkilemektedir. Amonyak direk olarak solunum
mukozasini irrite ederek O&ksiiriige ve akciger
kapasitesinin azalmasina yol acar (Milic ve ark.,
2005). Calismada, zeolitin hem yem katkisi hem de
althk olarak kullanildigi Grup 3’de ortamin
amonyak miktarinin diger gruplardan daha fazla
diismesi klinik semptomlarin azalmasiyla paralellik
gostermektedir. Metan gazi Olgimi igin ise gaz
odasi kurularak, yeme katilan ya da altlik olarak
kullanilan zeolitin etkisinin deneysel galismalarla
ortaya konulmasinin yararh olacagli kanisindayiz.
Denemenin sonuna dogru Kontrol grubunda 2,
Grup 1'de 2 olmak lzere toplam 4 sigirda ishal
vakasina rastlandi. Bu vakalarda zeolit (glinde 500
gr. agiz yoluyla, 3 kez) tedavi amaciyla kullanildi ve
blatin vakalarda tam iyilesme saglandi. Zeolit
mineralinin sigir ishallerinde etkinligini arastiran
daha kapsamli calismalara gereksinim

duyulmaktadir. Colpan ve ark. (1995), yaptiklari
¢alismada, konsantre yeme %1.5 oraninda katilan
zeolitin sigirlarda besi performansi lzerine etkisini
incelemis, zeolit verilen deneme grubunun kontrol
grubuna goére yemi daha iyi degerlendirdigini
belirlemislerdir. Calismamizda da benzer olarak
yeme %2 oraninda katilan zeolitin  besi
performansini olumlu yonde etkiledigi, dolayisiyla
besi sigiri rasyonlarinda zeolit kullaniimasinin yararh
olacagi kanisina variimistir.

Sonug olarak, besi sigirlarinda yem katki
maddesi ve althk olarak kullanilan zeolitin
incelenen rumen, rumen sivisi ve kan serumu
parametrelerinde 6nemli dizeyde bir degisiklik
yapmadigi; hayvanlarin saghigi, canli agirhiklari, ahir
havasi ve kokusuna olumlu etki yaparak hayvan
refahina katki sagladig belirlenmistir.

Tesekkiir

TAGEM tarafindan 07/AR-GE/10 proje
numarasli ve “Sanliurfa Dogal Barinak Besiciliginde
Zeolit Mineralinin Hayvan Refahi Uzerine Etkisi”
ismiyle desteklenmistir.
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Agri ilinde Sigirlarda Ayak Hastaliklari Prevalansinin Belirlenmesi
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Ozet: Bu calisma; Agri ilinde sigirlarda gériilen ayak hastaliklarinin prevalansinin belirlenmesi amaciyla yapildi. Arastirma
farkli irk, yas ve cinsiyette toplam 1486 sigir Gizerinde yurituldi. Arastirmadaki hayvanlarin irklara gére dagihmi %34.66 (515
olgu)’st Montofon, %30.96 (460 olgu)’si Simental, %24.02 (357 olgu)’si yerli irk, %10.36 (154 olgu)’si melez sigirlardi.
Olgularin cinsiyete gore dagilimi ise %84.45 (1255 olgu)’i disi, %15.55 (231 olgu)’i erkekti. 1486 sigirdan 280 sigirda ayak
hastaligi tespit edildi. Tespit edilen hastaliklarin %29.45 (48 olgu)’i interdigital dermatitis, %23.31 (38 olgu)’i digital
dermatitis, %16.57 (27 olgu)’si interdigital hiperplazi, %15.95 (26 olgu)’i 6kge ¢lrigl, %6.75 (11 olgu)’i tirnak ¢atlagi, %3.68
(6 olgu)’i interdigital flegmon, %2.45 (4 olgu)’i taban (lseri ve %1.84 (3 olgu)’li beyaz ¢izgi hastalig olusturdu. Hastalik tespit
edilen olgularin %54.29 (152 olgu)’'unda tirnak deformasyonu ile birlikte lezyon gorilirken %3.92 (11 olgu)’sinde sadece
lezyon, %41.79 (117 olgu)’'un da da sadece tirnak deformasyonu saptandi. Topallik %2.14 oraninda sag on ayakta, %4.29
oraninda sol 6n ayak, %47.86 oraninda sag arka ayak, %45.71 oraninda sol arka ayakta goriilmistir. Arka ayaklardaki
lezyonlarin daha ¢ok lateral (%55.73), 6n ayakta ise daha ¢ok medial tirnaklarda (%61.11) yerlestigi saptanmistir. Bu
arastirmanin sonuglarina gore 2016-2017 yillari arasinda Agri ilinde sigirlarda ayak hastaliklarinin yillik prevalansi %18.84
olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Ayak hastaliklari, Prevalans, Sigir, Agri ili.

Determination of Prevalence of Foot Diseases in the Cattle in Agri Province

Abstract: This study was conducted to determine the prevalence of foot diseases in cattle in Agri province. The study was
carried out on a total of 1486 cattle of different breeds, ages and genders. Distribution of animals according to breeds were
34.66% (515 cases) Brown Swiss, 30.96% (460 cases) Simmental, 24.02% (357 cases) indigenous breed and 10.36% (154
cases) crossbreeds. Distribution of the cases among genders were 84.45% (1255 cases) females and 15.55% (231 cases)
males. Foot diseases were found in 280 of 1486 cattle. Among the diseases determined were interdigital dermatitis in
29.45% (48 cases), digital dermatitis in 23.31% (38 cases), interdigital hyperplasia in 16.57% (27 cases), bruised sole in
15.95% (26 cases), fissured ungulae in 6.75% (11 cases), interdigital phlegmon in 3.68% (6 cases), sole ulcer in 2.45% (4
cases) and white line diseases in 1.84% (3 cases). In 11 cases (3.92%) only lesions were observed while in 117 cases
(41.79%) only hoof deformities were determined. In 152 cases (54.29%) both lesions and hoof deformities, were
determined. Lameness were observed 2.14% in the right forefoot, 4.29% in the left forefoot, 47.86% in the right hind foot
and 45.71% in the left hind foot. The lesions were found to be located more frequently in the lateral hoof of the hind foot
(55.73%) and in the medial hoof of the front foot (61.11%). According to the results of this research, the annual prevalence
of foot diseases in cattle in Agri province was determined as 18.84% between 2016-2017.

Keywords: Foot disease, Prevalence, Cattle, Agri province.

Giris

Sigir yetistiriciliginde karsilasilan en 6nemli
saglk sorunlarindan biride ayak hastaliklardir
(Baran ve Kamiloglu, 1997; Canpolat ve Bulut, 2003;
Yalgin ve ark., 2010; Yavru ve ark., 1992; Yayla ve
ark., 2012). Ozellikle kiltiir irki sigir yetistiriciliginin
yayginlasmasi ile (lkemizde ayak hastaliklarinin
giderek arttigi ve onemli ekonomik kayiplara yol
actigi rapor edilmektedir (Alkan ve ark., 1993;
Anteplioglu ve ark., 1992; Atasoy, 2003; istek ve
Durgun, 2004; Sagliyan ve Unsaldi, 2002; Yaylak,
2008). Ayak hastaliklarindan kaynaklanan finansal
kayiplar; laktasyon siiresi ve slt veriminin azalmasi,
canli agirhik artisinda azalma, kilo kaybi, dol
veriminin dismesi, tedavi giderleri ve Uretimden

erken ¢ikarma olarak siralanmaktadir (Goérgil ve
ark., 2002; Kamiloglu, 2014; Keskin ve Durmus,
2016; Ozcan ve Pamuk, 2009; Ozsoy ve Yiicel, 1991;
Yaylak, 2008). Ayak lezyonlarinin goérilme orani
sigirin irki, yetistirme sekli, iklim ve cografi bolgelere
gore degisiklikler gostermektedir (Canpolat ve ark.,
2005; Guzel ve Erden, 2000; Ormanci ve Belge,
2001; Ozcan ve Pamuk, 2009; Sindak ve ark., 2003).
Genetik vyatkinlik, yapi bozukluklari, mevsim,
cevresel faktorler, yas, laktasyon, hatali besleme ve
tirnak bozukluklari gibi nedenler ayak hastaliklari
insidansi lzerine etkili olmaktadir (Alkan ve ark.,
1993; Elma ve Kumandas, 2015; Han ve ark., 2017;
Ozsoy ve Yiicel, 1991; Yalgin ve ark., 2010). Ayak
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hastaliklarinin ~ prevalansi  ile ilgili  yapilan
calismalarin bdélgede bulunan hastaliklarin tespit
edilmesi, bu hastaliklarin sebepleri ve tedaviye
yaklasim seklinin belirlenmesi ile veteriner hekim ve
yetistiricilere kolayhk saglayacagi bildirilmektedir
(Cegcen ve Gorgul, 2007; Sindak ve ark., 2003; Yayla
ve ark., 2012).

Bu ¢alismada Agri ilinde sigirlarda gorulen ayak
hastaliklar prevalansinin belirlenmesi ile koruyucu
onlemler ve sagaltim yonlinden yetistiricilerin
bilinglendirilerek ekonomik kayiplarin en aza
indirilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Bu calisma; 2016-2017 vyillari arasinda Agri
ilindeki ahir ve giftliklerde ayak hastaliklari
yoniinden muayenesi yapilan farkli irk, yas, cinsiyet
ve agirlikta 1486 sigir tizerinde yapildi.

Arastirma slresince dncelikle ahir ve barinaklar
kontrol edilerek tespit edilen eksiklikler hayvan
sahiplerine bildirildi. isletmelerde yapilan
incelemelerde dnce hayvanlarin irki, yasi, cinsiyeti,
bakim, beslenme ve ayaklarin anatomik yapisi
incelenerek kayitlar tutuldu. Kayitlari tutulan ve
ayak hastaliklari belirtisi gosteren hayvanlar detayh
incelemeye alindi. Semptom gosteren hayvanlar igin
oncelikle anamnez alinarak isleme baslanildi.
Anamnez ile hastaligin klinik seyrine gére evresi ve
topalligin gruplandiriimasi  belirlenmeye ¢alisildi.
Topallayan ayak tirnaginin mekanik temizliginden
sonra; tirnak  seklinin  duzglnligl, tirnak
blylklGgiiniin hayvanin ciissesine gore normal olup
olmadigi, tirnaktaki maddi kayiplar, ayrilmalar,
bicim degisiklikleri, fisttllerin varlig, yumusak
Okcelerdeki ve korona boélgesindeki kizariklik ve
siskinliklerin ~ olup olmadig arastinldi.  Ayak
lezyonlari gorilen sigirlarin sayisi, cinsiyeti, irki, yasi
belirlenerek bulgular degerlendirildi.

Bulgular

Bu c¢alisma kapsaminda degerlendirilen degisik
irk, yas ve cinsiyetteki toplam 1486 sigirdan
280’ninde topallikla karakterize ayak hastaliklari
tespit edilerek prevalansi %18.84 olarak belirlendi.
Calismayl olusturan hayvanlarin  %34.66 (515
olgu)'sini Montofon, %30.96 (460 olgu)'sini
Simental, %24.02 (357 olgu)'sini yerli ve %10.36
(154 olgu)'sini melez irk olusturdu. Ayak hastaligi
saptanan olgularin irklara gére dagihmi ise %44.29
(124 olgu)u Montofon, %32.14 (90 olgu)’i
Simental, %13.21 (37 olgu)’i yerli ve %10.36 (29

olgu)’st melez 1irk olarak belirlendi. Olgularin
cinsiyete gore dagilimlari incelendiginde %84.45
(1255 olgu)’i disi, %15.55 (231 olgu)’i ise erkek idi.
Hasta hayvanlarin %79.29 (222 olgu)’'nun disi,
%20.71 (58 olgu)’inin de erkek hayvanlardan
olustugu saptandi.

Hastalik en ¢ok %24.64 (69 olgu) oran ile 2 yas
sigirlarda goruldd. Bunu sirasiyla %21.79 (61 olgu)
oran ile 3 yash sigirlar, %13.22 (37 olgu) oran ile 5
yash sigirlar, %12.14 (34 olgu) oran ile 4 yash
sigirlar, %9.64 (27 olgu) oran ile 1 yash sigirlar, %5
(14 olgu) oran ile 6 yash sigirlar, %4.29 (12 olgu)
oran ile 7 yash sigirlar, %3.21 (9 olgu) oran ile 8 yash
sigirlar, %3.21 (9 olgu) oran ile 9 yash sigirlar ve
%2.86 (8 olgu) oran ile 10 yash sigirlar takip etti.
Hastalik en ¢ok 1-5 yas arasi sigirlarda (minimum1-
maksimum10) gorilda.

Bu calismada rastlanilan hastaliklar interdigital
dermatitis %29.45 (48 olgu) (Sekil 1b), digital
dermatitis %23.31 (38 olgu), interdigital hiperplazi
%16.57 (27 olgu) (Sekil 1a, 2a, 2b), 6kge ¢lrigu
%15.95 (26 olgu) (Sekil 3c), tirnak gatlagi %6.75 (11
olgu), interdigital flegmon %3.68 (6 olgu) (Sekil 3a),
taban dlseri %2.45 (4 olgu) (Sekil 3b), beyaz ¢izgi
hastaligi %1.84 (3 olgu) oraninda goézlemlendi.
Hastallk tespit edilen olgularin  %93.25 (152
olgu)’inde tirnak deformasyonu ile birlikte lezyon
gorulirken %6.75 (11 olgu)’inde sadece lezyon
goralda.

Ayak hastaligi tespit edilen 280 olgudan
%54.29 (152 olgu)’'unda ayak hastaligi ile birlikte
tirnak deformasyonu, %3.92 (11 olgu)’sinde ayakta
sadece lezyon ve %41.79 (117 olgu)’'unda da sadece
tirnak deformasyonu saptandi. Taramalar sirasinda
hem lezyonla birlikte goriilen, hem de sadece tirnak
deformitesi tespit edilen olgularin dagihmi ise sivri
tirnak %43.49 (117 olgu), tirblson tirnak %27.88 (75
olgu) (Sekil 1a), yayvan ve genis tirnak %17.10 (46
olgu), makas tirnak %6.69 (18 olgu), kit tirnak
%3.35 (9 olgu) ve ayrik tirnak %1.49 (4 olgu) (Sekil
1b) oraninda gozlemlendi.

Topalligin %2.14 (6 olgu) oraninda sag on
ayakta, %4.29 (12 olgu) oraninda sol 6n ayak,
%47.86 (134 olgu) oraninda sag arka ayak ve %45.71
(128 olgu) oraninda sol arka ayakta oldugu gorilda.
Arka ayaklardaki lezyonlarin bilyiik ¢ogunlugunun
lateral (%55.73), 6n ayakta ise daha ¢ok medial
tirnaklarda (%61.11) lokalize oldugu tespit edildi.

Tartisma ve Sonug

Sigirlarda ayak hastaliklarinin  prevalansinin
belirlenmesi  amaciyla  yapilan  galismalarda,
nedenlerin  ortaya  c¢ikarilmasi  ve  tedavi
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seceneklerinin  sunulmasiyla  hem  veteriner
hekimlere hem de yetistiricilere blytuk katki
saglanacagl rapor edilmektedir (Cecen ve Gorgiil,
2007; Sindak ve ark., 2003; Yayla ve ark., 2012). Bu
amagla Ulkemizde yapilan c¢alismalarda bolgelere
gdre ayak hastaliklari prevalansi, istanbul ve
Tekirdag bolgesinde %18.6 (Yiicel, 1982), Konya
bélgesinde %68 (Yavru ve izci, 1988), Van ve
yoresinde %26.31 (Alkan ve ark., 1993), Tunceli ve
yoresinde %12 (Sagliyan ve Unsaldi, 2002), Elazig
yoresinde %17 (Canpolat ve Bulut, 2003), Erzurum
yoresinde %22.72 (Atasoy, 2003), Mus ve yoresinde

S5 : e ¥ £ : ! *4 5 Je e
Sekil 1. (a) Ug yash disi sigirda, interdigital hiperplazi (limaks, tilom, interdigital fibroma) ile ucu tirnakgi adl

%14.16 (istek ve Durgun, 2004), Kars ve ydresinde
%12.08 (Yayla ve ark. 2012), Gaziantep ve
yoresinde %11.14 (Keskin ve Durmus, 2016), Sivas
ve yoresinde %38.77 (Yurdakul ve Sen, 2018) gibi
olduk¢a degisken ancak, c¢alismalarin yapildigi
bolgeler itibariyle, yiiksek oranlarda ayak hastaligina
rastlandigl bildirmektedirler. Bu g¢alismada Agri
ilinde sigirlarda ayak hastaliklarinin  prevalansi
%18.84 olarak belirlenmistir. Bu oran Turkiye’'nin
benzer iklim ve cografi konumunda olan illerdeki
sigirlarin ayak hastaliklari prevalansina yakindir.

ampiriklerce kesilmis tirblson tirnak ve (b), dort yash disi sigirda interdigital dermatitis ile ayrik tirnak gérinimda.

kesimi.

Sekil 2. iki yash disi sigirda (a), sag ve (b), sol 6n ayaklarda interdigital hiperplazinin i(linik gbriniimu ve hatah ti
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yasl disi sigirda 6kge ¢lirigiiniin gérinimu.

Sigirlarda ayak hastaliklarinin yerli irka goére
kiltir  irklarinda  daha  yaygin  gorildiga
bildirilmektedir. Bunun nedeni olarak ta kultir
irklarinin yerli ve melez irklara gére daha fazla canli
agirhga sahip olmasi, yuksek verim 6zelikleri ve
Turkiye’deki hastaliklara karsi daha direngsiz
olmasina baglanmaktadir (istek ve Durgun, 2004;
Ozcan ve Pamuk, 2009; Unsaldi ve Durmus, 1999;
Yayla ve ark., 2012; Yurdakul ve Sen, 2018).
Tirkiye’nin farkli bolgelerinde sigir ayak hastaliklar
prevalansinin  belirlenmesi  amaciyla  yapilan
¢alismalarda hayvan irklarinin  cografi dagilimi
farkhihk gostermekle birlikte kaltdr irklarinda ayak
hastaliklari oraninin daha fazla oldugu saptanmistir.
Gorgul (1988) calismasinda ayak lezyonlarinin
irklara gore dagilimini Holstayn %69.52, Montofon
%24.76, Jersey %0.95, yerli %1.92, melez %2.85
olarak belirlemistir. istek ve Durgun (2004)
¢alismalarinda Holstayn %23.13, Simental %19.56,
Montofon %14.74, melez %12.20, yerli irk sigirlarda
ise %10.26 oraninda bildirilmislerdir. Ozcan ve
Pamuk (2009) calismalarinda  Holstayn’larda
%47.17, Montofon’larda %17.44, yerli irkta %10.26,
Simental'lerde %12.30 ve melez irkta %12.83
oraninda saptamislardir. Yayla ve ark. (2012)
Simental %18.51, melez %11.13, Montofon %10.81
ve yerli irk %8.45 olarak belirlemislerdir. Keskin ve
Durmus (2016) Holstayn %65.73, Simental %27.23,
Montofon %5.16, yerli %1.41 ve melez irkta %0.47
oraninda gorildigini bildirmektedirler. Yurdakul
ve Sen (2018) Holstayn %60.61, Simental %56.06,
Montofon %29.67, Melez %23.75 ve Yerli irk
sigirlarda %20,59 oraninda bildirmislerdir. Bu
arastirmada hastallk Montofon irkta %44.29,
Simental irkta %32.14, yerli irkta %13.21 ve melez
irkta %10.36 oraninda gorilmustir. Bu calismanin
bulgulariyla da ayak hastaliklarinin kiltir irklarinda

daha yiksek oranlarda gorialdighd  ortaya
konmusgtur.

Sigirlarda ayak hastaliklari Uzerine yapilan
¢alismalarda hastaliklarin cinsiyete gore
dagilimlarinin belirlendigi arastirmalarda; Ozsoy ve
Yicel (1991)in bulgularinda hasta hayvanlarin
%68.3 ‘nin disi, %36.2’sinin erkek, Alkan ve ark.
(1993)'nin  ¢alismalarinda  %86.36’sinin  disi,
%13.64’inlin erkek, Unsaldi ve Durmus (1999)'un
bulgularinda %97.3'nlin disi, 2.7%’sinin erkek,
Sagliyan ve Unsaldi (2002)'nin galismalarinda
%68.90’nIn disi, %31.10’unun erkek, istek ve Durgun
(2004)’'nun  ¢ahsmalarinda 79.31%'nin  disi, %
20.69’nun  erkek, Yayla ve ark. (2012)'nin
¢alismalarinda %51.8'inin disi, %48.2 'sinin erkek,
Yurdakul ve Sen (2018)’in  ¢alismalarinda
%71.62’sinin disi, %28.38’nin erkek hayvanlarda
goralduga bildirilmistir. Bu galismada ise cinsiyete
gore dagihmlari %79.29 disilerde, %20.71 ise
erkeklerde goruldigu  saptandi ve disilerde
erkeklerden daha vyaygin  goridlmesi  diger
calismalarin sonuglariyla uyumluydu. Ayak
hastaliklarinin  disi hayvanlarda daha yilksek
oranlarda goriilmesi hayvanlarin verim 6zelliklerine
baglanabilir. Sit ineklerinin laktasyon evrelerinde
tirnak mineral kompozisyonundaki degisimlere,
gebeligin ileri donemlerinde vicut agirliginin
artisina bagh olarak tirnaklara daha fazla yik
binmesi ile iliskilendirilebilir. Ayni zamanda bu
calismada Agr ilinde disi hayvan popilasyonun
fazlaligina baglanabilir. Erkek hayvanlarin kasaplik
edilmesi ve ekonomik degerlerinden dolay! diger
illere  satilmasi  Agn  ilinde disi  hayvan
popilasyonunu arttirmakta ve hastaliklarin disi
hayvanlarda daha yiiksek oranlarda goriilmesine yol
acmaktadir.
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Ayak hastaliklarinin etiyolojisinde yasin énemli
bir faktor oldugu hastaligin daha ¢ok 3-7 yas arasi
sigirlarda goraldtga  bildirilmektedir  (Keskin ve
Durmus, 2016). Ozsoy ve Yiicel (1991) 1-5 vyas
arasinda, Istek ve Durgun (2004) 4 ve 6 yasindaki
sigirlarda, Yayla ve ark. (2012) ortalama 2.14,
Keskin ve Durmus (2016) en fazla 3 vyasindaki
sigirlarda ayak hastaliklarinin  meydana geldigini
bildirmektedirler. Bu galismada da hastaliklarin en
¢ok 1-5 yas arasi sigirlarda sekillendigi belirlendi.
Hastalik en ¢ok %24.64 oran ile 2 yash sigirlarda
goruldu. Bu ¢alismada da ayak hastaliklarinin yiksek
oranda geng hayvanlarda gorilmesi Yayla ve ark.
(2012)'nin bildirdigi gibi, sap hastaliginin kaltar irki
sigirlarda ve genglerde ¢ok c¢abuk ve siddetli
seyretmesine baglanabilir. Ayni  zamanda bu
calismada Agrn ilinde ekonomik agidan verimliligini
yitirmis olan yash sigirlarin kesime sevk edilmesi
hastaliklarin  gen¢ hayvanlarda daha siklikla
gorilmesine yol agmistir.

Bu arastirmada belirlenen ayak hastaliklan
icerisinde ilk sirayr ayak derisi hastaliklari almistir.
Bunu sirasiyla %29.45 oran ile interdigital
dermatitis, %23.31 oran ile digital dermatitis ve
%16.57 oran ile interdigital hiperplazinin izledigi
gorildu. Ayak hastaligl saptanan 163 olgudan 119
(%73.01)’unun ayak derisi hastaligi oldugu saptandi.
Atasoy (2003)’'unda bildirdigi gibi ayak derisinde
lezyonlarin olusumu biyik oranda basit travmatik
yaralarin zamaninda tedavi edilmeyip, tirnak bakimi,
ahir vyapisi  ve hijyenine gerekli 6nemin
verilmemesinin en 6nemli etken oldugu yapilan
gozlemlerde saptanmistir. Deri hastaliklarindan
sonra %15.95 oran ile hastaliklar arasinda en fazla
Okge curuguniin gérulmesi ise deri lezyonlarinin ileri
asamasinda okgenin kornu tabakasinda lezyonlara
neden oldugu bununda 6kce erozyonuna yol actigl
ayrica nemli ve hijyenik olmayan ahir sartlarinin
neden oldugu seklinde yorumlanabilir.

Bu calismada tirnak deformiteleri ve tirnak
deformiteleri ile birlikte gorilen ayak
hastaliklarindaki tirnak deformitelerinin toplam
sayisi 269'dur. Deformite oranlari; sivri tirnak
%43.49 (117 olgu), tirblison tirnak %27.88 (75 olgu),
yayvan ve genis tirnak %17.10 (66 olgu), makas
tirnak %6.69 (18 olgu), kit tirnak %3.35 (9 olgu),
ayrik tirnak %1.49 (4 olgu) oraninda belirlendi. Bu
calismada ayak hastaligi saptanan 280 olgunun
152’sinde ayak hastaligi ile birlikte tirnak
deformasyonu gorildi. Tirnak deformitelerinin ayak
hastaliklari icerisinde %54.29 gibi ylksek oranda
goriilmesi ayak hastaliklarinin olusmasinda deforme
tirnak yapisinin 6nemli rol oynadigl bundan 6nceki
arastirmacilarin bulgulari ile benzerdi (Alkan ve ark.,
1993; Elma ve Kumandas, 2015; Han ve ark., 2017;
Ozcan ve Pamuk, 2009; Samsar ve ark., 1977; Yavru
ve ark., 1992; Yayla ve ark., 2012; Yurdakul ve Sen,

2018). istek ve Durgun (2004) ile Han ve ark.
(2017)'nin da belirttigi gibi, deforme tirnak sayisinin
yayginligi hayvanlarin uzun kis sartlari nedeniyle
ahirlarda kapali tutulup, yeterince gezdirilmedigi,
yetistiricilerin  tirnak bakimina gereken Onemi
vermedigi ve tirnak bakimi vyapan kisilerinde
veteriner hekim olmamasindan kaynaklandig
gozlemlendi.

Sigirlarda 6n ayaklarda medial, arka ayaklarda
lateral tirnaklara daha fazla agirlik binmektedir. Bu
nedenle sigirlarda ayak hastaligi genelde 6n
ayaklarda medial, arka ayaklarda lateral tirnakta
meydana gelmektedir (Alkan ve ark., 1993; Keskin
ve Durmus, 2016; Ozsoy ve Yiicel, 1991; Salci, 2015;
Yavru ve ark., 1992; Yayla ve ark., 2012). Bu
arastirmada deforme tirnak ve deforme tirnak yapisi
ile birlikte ayak hastaligi sekillenen tirnak sayisi ve
ayak hastaliklari toplami 280’dir. Bunlarin %6.43 (18
olgu)’ii 6n, %93.57 (262 olgu)’si arka ayakta olmak
Uzere %53.57 (150 olgu)’si lateralde, 35.72 (100
olgu)’i medialde ve 10.71 (30 olgu)’i ise bilateral
olarak sekillenmistir. Bu arastirmanin sonuglari bu
konuda daha oOnce vyapilmis arastirmacilarin
sonuglarini  destekler niteliktedir (Atasoy, 2003;
Canpolat ve Bulut, 2003; Ozcan ve Pamuk, 2009;
Yayla ve ark., 2012; Yurdakul ve Sen, 2018). Bu
¢alismada hastaligin arka ayaklarda ve o6zellikle
lateral tirnaklarda goriilmesinin sebebi olarak,
literatirlerden de bildigimiz gibi arka ayaklara daha
fazla yuk binmesi sonucu olustugu
dislintilmektedir.

Sonug olarak, bu calismada Agriilinde sigirlarda
gorllen ayak hastaliklari prevalansinin belirlenerek
literatire kazandirlmasi  amacglanmistir.  Ayak
hastaligi prevalansinin %18.84 olarak belirlendigi bu
arastirmada ayak lezyonlarinin biyilk oranda
bilingsiz  yetistiricilikten  kaynaklandig  tespit
edilmistir. Bu nedenle, isletmelerde bakim ve
barindirma kosullarinin  iyilestirilmesi,  ayak
banyolarinin kullanilmasi, dizenli tirnak kesimi ve
bakiminin yani sira koruyucu énlemler ve sagaltim
yoninden yetistiricilerin bilinglendirilmesinin ayak
hastaliklari  prevalansinin  dusirilmesine  katki
saglayacagi sonucuna varilmistir.
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Buzagilarda Dogum Sirasinda ve Sonrasinda Sekillenen Kirik Olgularinin ve
Sagaltim Yontemlerinin Degerlendirilmesi

ibrahim YURDAKUL*
Sivas Cumhuriyet Universitesi, Veteriner Fakdiltesi, Cerrahi Anabilim Dali, Sivas, Tirkiye.

Gelis Tarihi: 11.07.2018 Kabul Tarihi: 03.12.2018

Ozet: Bu calismada; 2016-2018 yillari arasinda kliniklerimize kirik sikayeti ile getirilmis farkli yas, irk ve cinsiyetteki
buzagilarin dogum sirasinda veya sonrasinda sekillenen kirik olgulari ile bu kiriklarin sagaltim ydntemlerinin
degerlendirilmesi amaglandi. Toplam 28 buzagida kirik tespit edildi. Cinsiyete gore kirik olgularinin erkeklerde (%64.29);
disilere (%35.71) oranla daha fazla gorildigu belirlendi. Irklara gore kirik olgularina en fazla Simental (%53.57) irk
buzagilarda rastlandi. Buzagilarda tespit edilen olgularin 16’sinin (%57.14) dogum sirasinda, 12’sinin (%42.86) ise dogum
sonrasl disme, vurma gibi travmalara bagh olustugu belirlendi. Kirik olgulari igerisinde en ¢ok metakarpus kiriklarina
(%32.14) rastlandi; bunu metatarsus (%17.86), tibia (%17.86), femur (%10.71), mandibula (%10.71), humerus (%7.14) ve
scapula (%3.57) kiriklari izledi. Sagaltim amaciyla konservatif olarak toplam 10 olguya polivinil klorir (PVC) destekli algili
bandaj, 5 olguya PVC destekli bandaj, operatif olarak 6 olguya intramediiller pin, 3 olguya intramediller pin ve serklaj
uygulamasi, 3 olguya akrilik eksternal fiksasyon ve 1 olguya ise sadece serklaj teli kullanilarak fiksasyon uygulandi. Sonug
olarak, hayvan sahiplerinin giic dogum olgularina midahale etmemeleri, buzagilarin dogumdan sonra travmalara maruz
kalmamalari igin belli bir doneme kadar gereken koruyucu énlemleri almalari, buzagilarda sekillenen kirik olgularina ampirik
yontemlerle miidahale etmemeleri ve en kisa sirede bir veteriner hekime basvurmalari konusunda bilinglendirilmeleri
gerektigi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Buzagdi, Gii¢ dogum, Kirik, Sagaltim yéntemleri.

Treatment Methods and Evaluation of Fracture Cases Shaped During and After Birth in Calves

Abstract: The aim of this study was to evaluate the fracture cases which occured peri- or postpartum period on calves with
different race, gender and age, presented to the Animal Hospital of Cumhuriyet University Veterinary Faculty between
2016-2018 as well as treatment methods of these cases In the study 28 calves with extremity fractures were detected.
According to the sex, it was determined that the incidence of fractures were higher in males (64.29%); than females
(35.71%). According to the races, fracture cases were mostly encountered in Simmental (53.57%). It was determined that
16 (57.14%) of the cases were found to be traumatized during birth and 12 (42.86%) were found to be postpartum. the
Most common cases were metacarpus fractures (32.14%); followed by fractures of metatarsus (17.86%), tibia (17.86%),
femur (10.71%), mandible (10.71%), humerus (7.14%) and scapula (3.57%). As a conservative method, a total of 10 cases
were treated with PVC supported plaster bandage, 5 cases with PVC supported bandage, 6 patients were treated
operatively with intramedullary pin, 3 patients with intramedullary pin and cerclage, 3 cases acrylic external fixation and 1
case cerclage wire. As a result, it was concluded that animal owners should not intervene in the cases of dystocia, take
precautions for a certain age to prevent the trauma of the animals after birth, empirically intervene in the fractures formed
in the calves and be aware of the nearest veterinary applications.

Keywords: Calf, Dystocia, Fracture, Treatment.

Giris

Buzagilarda uzun ekstremite kiriklari siklikla
sekillenmektedir (Arican ve ark., 2014). En fazla

pozisyonunda iken anne tarafindan bacagina
basiimasi, baska bir hayvan tarafindan

metakarpus ve metatarsus, femur, tibia, radius ve
ulna, vertebra ve humerus kiriklariyla karsilasihr.
Pelvis, kosta, mandibula ve phalanxlarda olusan
kiriklar nadir olarak gortlmektedir (Arican ve ark.,
2014; El-Shafaey ve ark., 2014; Goérgil ve ark., 2004;
St-Jean ve ark., 1992). Kiriklara neden olan
sebeplerin basinda o6zellikle pelvik kanalin dar
olmas! neticesinde gilic doguma yardim amaciyla
yapilan bilingsiz uygulamalar, hayvanin ayakta
dogum yapmasi esnasinda yavrunun zemine veya
zemindeki kanala uygunsuz diismesi, buzaginin yatis

tekmelenmesi ve trafik kazasi seklinde sayilabilir
(Belge ve ark., 2016; Ferguson ve ark., 1990; Nuss
ve ark., 2011; Tulleners, 1986).

Buzagilarda olusan kiriklarin sagaltimi veteriner
ortopedide 6nemli bir yer tutmaktadir (Durmus ve
ark., 2009). Ciftlik hayvanlarinda kirik olgularinin
tedavisinde hayvanin genetik ve ekonomik degeri,
hayvanin agirligi, kirik tipi, kingin lokalizasyonu ve
veteriner hekimin deneyimi oldukca 6onemlidir (EI-
Shafaey ve ark., 2014). Genellikle, bandaj
uygulamalari sekillenen kirik olgularinda konservatif
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tedavi  segenegini olusturmaktadir. Bandaj
uygulamalari 6zellikle diyafizer bolgeyi iceren kapali
ve basit metakarpus ve metatarsus kiriklarinda
uygulanmaktadir. Ayrica metakarpus ve metatarsus
kiriklarinda eksternal fiksasyon yontemleri de tercih
edilmektedir. Kirik fragmentlerinin disloke oldugu,
parcali ve komplike kiriklarda internal fiksasyon
yontemleri (intramedullar pin, serklaj, vida, plak,
interlocking pin vb.) kullaniimaktadir (Arican ve ark.,
2014; Durmus ve ark., 2009; El-Shafaey ve ark.,
2014; Gangl ve ark., 2006; Salci ve ark., 2016)

Bu calismada klinigimize getirilen buzagilarda
belirlenen kirik olgularinin ve uygulanan farkl tedavi
yontemlerinin degerlendirilmesi amaglandi.

Materyal ve Metot

Calisma materyalini 2016-2018 vyillari arasinda
Cumhuriyet Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan
Hastanesi Cerrahi ABD Klinigi'ne kirik sikayeti ile
getirilmis farkli yas, irk ve cinsiyetteki toplam 28
buzagl olusturdu. Hasta sahiplerinden anamnez
alinarak buzagi hakkindaki diger bilgiler ile beraber
kayit altina alindi.

Hastalara rutin klinik ve radyolojik muayeneler
yapildi. Hasta sahibinin onayi alinarak elde edilen

klinik ve radyolojik muayene bulgularina gore
konservatif sagaltim olarak polivinil klorir (PVC)
destekli veya alcili bandaj, kafes istirahati; operatif
olarak ise anestezisi, 0.5-1 ml dozunda Xylazine
hydrochloride’in  (Rompun, Bayer, 23.32 mg/ml)
intramuskiler enjeksiyonundan sonra lokal olarak
lidokain HCI (Adokain, Sanovel, 20 mg/ml)
enjeksiyonu ile saglanan olgularda intramediller
pin, serklaj teli ve eksternal fiksasyon gibi farkh
tedavi yontemleri uygulandi.

Bulgular

Kirnk olgulari, yas, irk, cinsiyet, kirik saptanan
bolge, kirik sekli ve kirik sebebine gore Tablo 1'de
gosterilmistir. Tablo 1’e gore arastirma kapsaminda
incelenen kirik olgularinin yas araligi 1-30 gin
arasinda degisim gosterdigi, cinsiyete gore ise 18
buzaginin erkek, 10 buzaginin disi oldugu tespit
edildi. Calismada 28 buzagida kirik tespit edildi.
Cinsiyete gore kirik olgularinin disilere (n=10,
%35.71) oranla erkeklerde (n=18, %64.29) daha
fazla sekillendigi belirlendi. Irklara gore kirk
olgularina en fazla Simental (n=15, %53.57) irkinda
rastlandi; bunu Montofon (n=7, %25), melez (n=5,
%17.86) ve Jersey (n=1, %3.57) irklari izledi.

Tablo 1. Kirik olgularinin yas, irk, cinsiyet, kirik sekillenen kemik, kirik gizgisi, kirigin dig ortamla iligkisi ve kirik sebebine gore dagilimi.

. Kirik Kingin dig
No Protokol Irk Cinsiyet st sag/ sekillenen ortamla iligkisi ve Kirik sebebi
no (glin) Sol . N
kemik Kirik gizgisi
1 80 Simental E 1 Sol Tibia Kapali Oblik Doguma yardim
2 86 Simental E 4 Sol Tibia Kapali Oblik Doguma yardim
3 93 Montofon M. D 2 Sag Tibia Kapali Pargali Travma
4 95 Montofon D 4 Sol Metakarpus Kapali Oblik Travma
5 106 Montofon E 3 Sol Metatarsus Kapali Oblik Doguma yardim
6 133 Montofon E 10 Sol Metatarsus Kapali Transversal Travma
7 163 Simental E 1 Sol Humerus Acik Spiral Doguma yardim
8 164 Simental M. D 3 Sag/Sol Mandibula Acik Oblik Doguma yardim
9 165 Simental D 30 Sol Metakarpus Agik Transversal Doguma yardim
10 170 Jersey E 3 Sag Femur Kapali Transversal Travma
11 171 Simental E 3 Sag Metakarpus Kapali Oblik Doguma yardim
12 172 Simental D 2 Sag/Sol Mandibula Acik Oblik Doguma yardim
13 178 Simental E 22 Sag Humerus Acik Oblik Travma
14 196 Simental E 3 Sag Metakarpus Kapali Transversal Doguma yardim
15 200 Simental D 4 Sag Metatarsus Kapali Oblik Travma
16 206 Simental D 1 Sol Metakarpus Kapal Transversal Doguma yardim
17 217 Simental E 1 Sol Metatarsus Acik Pargall Travma
18 222 Montofon M. E 4 Sag Tibia Agik Transversal Travma
19 226 Montofon E 10 Sag Metatarsus Agik Transversal Travma
20 232 Simental E 15 Sol Metakarpus Acik Transversal Doguma yardim
21 241 Montofon E 6 Sag Femur Kapali Pargal Doguma yardim
22 249 Montofon M. D 3 Sol Femur Kapal Transversal Travma
23 272 Montofon E 1 Sag/Sol Metakarpus Kapali Transversal Doguma yardim
24 280 Montofon E 1 Sag Metakarpus Kapali Oblik Doguma yardim
25 292 Simental E 5 Sol Skapula Kapali Oblik Travma
26 294 Simental D 25 Sag Tibia Acik Oblik Doguma yardim
27 304 Montofon M. E 1 Sag/Sol Mandibula Agcik Oblik Doguma yardim
28 312 Simental D 1 Sol Metakarpus Kapal Transversal Travma
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Kirk olgularinin olusum sebeplerine
bakildiginda; 16 buzagida (%57.14) dogum sirasinda
doguma yardim etmek amaci ile yapilan bilingsiz
uygulamalar, 12 olguda (%42.86) ise dogum sonrasi
travma sonucu oldugu belirlendi. Kirik olgularinin
12’si  6n ekstremitede (%42.86), 13’0 arka
ekstremitede (%46.43) ve 3’G ise mandibulada
(%10.71) gorilda.

Tespit edilen kirik olgulari igerisinde en g¢ok
metakarpus kiriklarina (n=9, %32.14) rastlandi;
bunu metatarsus (n=5, %17.86), tibia (n=5, %17.86),
femur (n=3, %10.71), mandibula (n=3, %10.71),
humerus (n=2, %7.14) ve skapula (n=1, %3.57)
kiriklart izledi. Kirik olgularinin = 3’4 bilateral

mandibula (Sekil 1a), 1’i bilateral metakarpus kirig
iken 24’0 unilateraldi.

Kirik olgularinin lokalizasyonu ve uygulanan
sagaltim yontemleri Tablo 2’de gosterilmistir.
Sekillenen kirik olgulari; lokalizasyonuna gore 18
olguda diyafiz kingi (%64.29), 3 olguda (%10.71)
metafiz kirngl, 3 olguda korpus mandibula kirig
(%10.71), 2 olguda epifiz king1 (%7.14), 1 olguda
subtrochanter (%3.57) ve 1 olguda ise
supraglenoidal (%3.57) kirik olarak saptandi (Tablo
2). Kirik olgulart kirik gizgisinin seyrine gore
incelendiginde 13 olguda oblik (%46.43) (Sekil 2a),
11 olguda transversal (%39.29), 3 olguda
pargalanmis (%10.71) ve 1 olguda (%3.57) ise spiral
kirik olarak tespit edildi.

Tablo 2. Kirik olgularinin lokalizasyonu ve kirik olgularina uygulanan sagaltim yontemleri.

No Hasta kayit protokol no Kirik sekillenen kemik Kirik lokalizasyonu Uygulanan tedavi

1 80 Tibia Diyafiz PVC destekli algili bandaj
2 86 Tibia Diyafiz intramediiller pin

3 93 Tibia Metafiz intramediiller pin

4 95 Metakarpus Diyafiz PVC destekli algili bandaj
5 106 Metatarsus Diyafiz intramediiller pin

6 133 Metatarsus Diyafiz PVC destekli algili bandaj
7 163 Humerus Diyafiz intramedilller pin, Serklaj
8 164 Mandibula Corpus Akrilik eksternal fiksasyon
9 165 Metakarpus Diyafiz PVC destekli bandaj
10 170 Femur Diyafiz intramediiller pin

11 171 Metakarpus Diyafiz PVC destekli algili bandaj
12 172 Mandibula Corpus Akrilik eksternal fiksasyon
13 178 Humerus Diyafiz intramediiller pin

14 196 Metakarpus Metafiz PVC destekli algili bandaj
15 200 Metatarsus Diyafiz PVC destekli algili bandaj
16 206 Metakarpus Epifiz PVC destekli algili bandaj
17 217 Metatarsus Diyafiz intramedilller pin, Serklaj
18 222 Tibia Diyafiz PVC destekli bandaj
19 226 Metatarsus Diyafiz PVC destekli bandaj
20 232 Metakarpus Diyafiz PVC destekli bandaj
21 241 Femur Subtrochanter intramediiller pin, Serklaj
22 249 Femur Metafiz intramediiller pin

23 272 Metakarpus Epifiz PVC destekli algili bandaj
24 280 Metakarpus Diyafiz PVC destekli algili bandaj
25 292 Skapula Supraglenoidal Serklaj

26 294 Tibia Diyafiz PVC destekli bandaj
27 304 Mandibula Corpus Akrilik eksternal fiksasyon
28 312 Metakarpus Diyafiz PVC destekli algili bandaj

Sagaltimda konservatif yontem olarak toplam
10 olguya PVC destekli algih bandaj (Sekil 2b), 5
olguya PVC destekli bandaj, operatif olarak 6 olguya
intrameddller pin, 3 olguya intramediller pin ve
serklaj, 3 olguya akrilik eksternal fiksasyon (Sekil 1b)
ve 1 olguya serklaj teli uygulandi. PVC destekli algih
bandaj ile kapal rediksiyonu gergeklestirilen 10
olgu metakarpus (n=7), metatarsus (n=2) ve tibia
(n=1); PVC destekli bandaj uygulanan 5 olgu ise
metakarpus (n=2), metatarsus (n=1) ve tibia (n=2)
kirgr olarak belirlendi (Tablo 2). Elde edilen
radyolojik muayene bulgularina gére PVC destekli
alcih bandaj uygulanan olgularin 9’ unda iyilesme

(Sekil 2c) saglandi. Bilateral kapali metakarpal kirik
sekillenen sadece 1 olguda (Olgu no=23) hasta
sahibinin koétl bakim ve idaresi sonucu 1 ay sonraki
kontrolde agik kirik sekillendigi, kirik bélgesinin PVC
atel destekli al¢ili bandaja ragmen diski ile bulasik
oldugu ve yapilan tim tedavilere ragmen olim
sekillendigi belirlendi.

Operatif kirik sagaltimi uygulanan 13 olgudan
10’unda tam bir iyilesme goriliarken (Sekil 1c),
intrameddller pin uygulanan parcali kapali tibia
kirgina sahip 1 olguda (Olgu no=3) ve spiral agik
humerus kirgina sahip 1 olguda (Olgu no=7)
postoperatif 1. glnde nedeni bilinmeyen 6lim
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gozlendi. Dogumdan 15 giin sonra travmaya bagh kirgina sahip 1 olgunun (Olgu no=13) ise
olarak kirik sekillenen ve sekillendikten 7 giin sonra postoperatif 15. glinde yara hattindaki enfeksiyona
hasta sahibi tarafindan ampirik yontemlerle bandaja bagh olarak 6ldiglu hayvan sahibinden o6grenildi.

alinmis olarak klinige getirilen oblik agik humerus

Sekil 1. Bir olguda bilateral mandibula kingi (a) ve akrilik eksternal fiksasyon ile tedavisi (b).
Postoperatif 30. glin gériniimd (c) (Olgu no=12).

ST R e LT
Sekil 2. Bir olguda oblik diyafizer metakarpal kingi (a) ve PVC destekli algili bandaj ile tedavisi (b).
Postoperatif 60. glin gorinim (c) (Olgu no=24).
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Tartisma ve Sonug

Yeni dogan buzagilarda kirik olgulari cogunlukla
suni tohumlama ile ilk kez gebe kalan inegin yasi,
besi durumu, pelvik kanalinin dar olmasi, dogacak
olan buzaginin blyukligu ve erkek olmasi, dogacak
olan buzaginin uterustaki dogum pozisyonu gibi
sebeplere bagh olan gli¢ dogum esnasinda
sekillenmektedir (Kalkan ve ark., 1993; Kirsan ve
ark., 1999). Kirik olusumundaki en 6nemli
nedenlerden biri de glic dogum esnasinda hayvan
sahiplerinin yaptiklari bilingsiz midahalelerdir.

Dogacak olan yavrunun erkek olmasi bir gili¢
dogum riskidir (Kalkan ve ark., 1993). Gii¢ dogum
esnasinda sekillenen kirik olgularina erkek buzagilar
disilere oranla daha yatkindir (Aksoy ve ark., 2009).
Bu calismada da; kirik olgularinin erkek buzagilarda
(%64.29) disi buzagilara (%35.71) oranla daha fazla
gorilmesi; giic doguma bagl sekillenen ekstremite
kiriklarinin olusmasinda cinsiyetin etkili oldugunu
destekler niteliktedir. Irklara gore bakildiginda ise
kirik olgularinin en fazla Simental irki buzagilarda
(%53.57) goriilmesi; bu buzagilarin viicut yapisinin
calismadaki diger irk buzagilarin viicut yapisindan
daha iri olmasi ile agiklanabilir.

Yeni dogan buzagilarda gozlenen kirik
olgularinin biuyik ¢ogunlugunu dogum sirasinda,
ozellikle gi¢ dogum olgularinda doguma yardim
amaciyla uygulanan asiri gekme islemi veya yanlig
mudahaleler sonucu sekillenen kiriklar
olusturmaktadir (Arican ve ark., 2014; Ferguson,
1994; Kostlin ve ark., 1990; Oztas ve Avki, 2015). Bu
¢alismada kirik olgularinin 16’sinin (%57.14) dogum
esnasinda, 12’sinin (%42.86) ise dogumdan sonra
cesitli travmatik sebeplere bagli olarak olustugunun
belirlenmesi literatlir (Arican ve ark., 2014;
Ferguson, 1994; Kostlin ve ark., 1990) bilgiyi
desteklemektedir.

Buzagilarda karsilasilan  kiriklar en fazla
metakarpus ve metatarsus (%50), femur (%14), tibia
(%12), radius-ulna (%7), ve humerus (%5) kiriklaridir
(Gorglil ve ark. 2004). Arican ve ark. (2014) kirk
olgularinin  %60.6’sinin; Gorglil ve ark. (2004)
olgularin  %67.7’sinin; Kostlin ve ark. (1990)
%26.3'linlin metakarpusta rastlandigini
bildirmiglerdir. Calismada kirik olgularinin %32.14
oranla en ¢ok metakarpusta sekillendiginin
goriilmesi ilgili arastirmacilarin verileri ile uyumlu
oldugunu gostermektedir.

Uzun ekstremitelerde  sekillenen kirk
olgularinin daha ¢ok diyafiz bolgesinde tespit
edildigi belirtilmektedir (Fubini ve Ducharme, 2004).
Yapilan bu g¢alismada da; %64.29 oraninda diyafiz
kirig1 saptanmasi bu bilgiyi desteklemektedir.

Buzagilarda  sekillenen  kirikk  olgularinin
sagaltimi konservatif ve operatif olmak Uzere iki
sekilde yapilmaktadir (Belge ve ark., 2016).

Konservatif sagaltimda en sik kullanilan yéntem
bandaj uygulamasidir.  Bunlar atelli (PVC,
aliminyum, tahta), algli ve termoplastik
bandajlardir (Arican ve ark., 2014; Gorgul ve ark.,
2004; Martens ve ark., 1998). Kiriklarin operatif
sagaltiminda ise internal (intramedadiller pin, serklaj,
vida, plak, interlocking pin) ve eksternal fiksasyon
yontemlerinden faydalanilir (Arican ve ark., 2014;
Belge ve ark., 2016; Durmus ve ark., 2009; Salci ve
ark., 2016; St-Jean ve Debowes, 1991). Konservatif
sagaltim amaciyla 10 olguya PVC destekli algih
bandaj ve 5 olguya PVC destekli bandaj uygulandi.
Konservatif sagaltim uygulanan toplam 15 olgudan
l’inde (Olgu no=23) 6liim sekillendi. Operatif olarak
6 olguya intrameddller pin, 3 olguya intramediiller
pin ve serklaj, 3 olguya akrilik eksternal fiksasyon ve
1 olguya serklaj teli uygulandi. Operatif sagaltim
uygulanan 13 olgunun 3’Gnde (Olgu no=3, 7, 13)
olum sekillendi.

Yapilan bu g¢alismada; buzagilarda sekillenen
kirtk olgularinin biyuk g¢ogunlugunu (%57.14) gig
dogum olgularina veteriner hekim yerine hayvan
sahiplerinin kendileri tarafindan uygulanan yanlis
midahaleler sonucu sekillenen kiriklar olusturdu.
Travmaya bagl sekillenen kirik olgularinin (%42.86)
ise yine hayvan sahiplerinin yeni dogmus buzagilar
icin gerekli o6nlemleri almamalari neticesinde
sekillendigi anlasiimistir.

Sonug olarak hayvan sahiplerinin giic dogum
olgularina miidahalede bulunmamalari, buzagilarin
dogumdan sonra travmalara maruz kalmamalari igin
belli bir doneme kadar gereken onlemleri almalari,
buzagilarda sekillenen kirik olgularina ampirik
yontemlerle midahale etmemeleri ve en kisa
sirede  bir veteriner hekime basvurmalari
konusunda bilinglendiriimeleri gerektigi kanisina
varildi.
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Ozet: Bu calismada rasyonlardaki A vitamini (vit. A) yokluguna ilgili olarak, broiler piliclerde sekillenen makroskobik ve
mikroskobik lezyonlar incelendi. Bu amagla 20 kontrol, 20 deneme olmak lizere toplam 40 adet bir giinlik broiler civciv
kullanildi. Kontrol grubuna uygun 15.000 1U/kg vit. A igeren rasyon verilirken, deneme grubuna vit. A icermeyen ayni rasyon
verildi. Deneme siiresinin sonunda, vit. A icermeyen rasyonla beslenen piliglerde klinik olarak gelisim geriligi, zayiflik ve
halsizlik gorildi. Makroskobik olarak (st solunum ve sindirim kanali mukozasinin renginde matlasma, bursa Fabricius’ta (b.
Fabricius) biylime, mukoza Uzerinde beyazimsi yapiskan bir materyalin bulundugu goézlendi. Mikroskobik olarak Ust
solunum yollari ve sindirim kanali mukoza epitelinde dejenerasyon, nekroz ve deskuamasyon, miikoz bezlerde metaplazi ve
keratinizasyon tespit edildi. Bursa Fabricius’ta interfolikiiler 6dem ve metaplazi gozlendi. Sonug olarak; vit. A yetersizliginin
civcivlerde solunum, sindirim ve b. Fabricius’ta metaplaziye neden oldugu ve bu bulgularin teshiste yararl olacagi kanaatine
variimistir.

Anahtar Kelimeler: Broiler pili¢, Patolojik bulgular, Vitamin A.

Pathological Findings in Broiler Chicks with Vitamin A Deficiency

Abstract: In this study, macroscopic and microscopic lesions developed as a result of vitamin A deficiency in broiler chicks
were examined. For this purpose, a total of 40 broiler chicks (one day-old) were used as control (n=20) and test (n-20)
groups. The chicks in the control group were fed with a ration containing 15.000 IU/kg vitamin A, while the animals in the
test group received the same ration without vitamin A. At the end of the experimental period, growth retardation and
weakness were observed in the test chicks. Macroscopically, enlargement of the b. Fabricius, darkness in the mucosa of the
upper respiratory and gastrointestinal systems and a sticky, whitish material on the surface of the mucosa was observed.
Microscopically, epithelial degeneration, necrosis and desquamation in the mucosa of upper respiratory and
gastrointestinal systems, keratinization in the mucous glandular epithelia and metaplasia in the mucous glands were
determined. Interfollicular edema and metaplasia were observed in the b. Fabricius. As a result; Vitamin A deficiency causes
metaplastic changes in the respiratory, digestive system and b. Fabricius, and these findings will be useful in diagnosis of
Vitamin A deficiency in chicks.

Keywords: Broiler chick, Pathological findings. Vitamin A.

Giris

A vitamini blylmeyi saglayan mukozalarin
batunlugund ve gelisimini muhafaza eden bir
vitamindir. Vit. A’'nin bu islevleri nasil yerine
getirdigi konusundaki bilgiler oldukga sinirlidir.

Howell ve ark., 1969; Mayor, 1968; McCance,
1960).Vit. A’dan yoksun rasyonla beslenen ergin
tavuklarda, 6. gilinden itibaren klinik bulgularin
gozlendigi, palpebra tertia’nin yarim olarak

Hicrelerin vit. A'yl baglayan 6zel proteinlere sahip
oldugu, bu vitamin kompleksinin nukleusa tasindigi,
translasyonu modifiye ettigi ve diferensiasyonu
sagladigi  bildirilmektedir (Biester ve Schwerde,
1965; Zwart ve ark., 1979). Ayrica, hiicre membrani
ve organel membranlarinin  butinlGgid vit. A
sayesinde korunmaktadir (Biester ve Schwerde,
1965; Zwart ve ark., 1979). Vit. A icermeyen diyetle
beslenen civcivlerde, eger anaglar vit. A’dan fakir bir
rasyonla beslenmis ise semptomlar ilk haftadan
itibaren gorilmeye baslar. Ancak anaglar normal
diyetle beslenmis ise, 6-7. haftadan itibaren
semptomlar  sekillenir.  Bliyimede gerileme,
gligstizlik, tdylerde kabarma, ataksi ve gorme
bozuklugu bildirilen diger semptomlardir (Biester ve
Schwerde, 1965; Howell ve Thompson, 19673;

kapandigi, yuriimede bozukluk ve denge kayibi gibi
klinik bulgular tesbit edilirken, bu bozukluklarin 9-
10. ginden itibaren daha siddetli klinik bulgulara
donastiigl, 16-17. glinden itibaren o6limlerin
sekillendigi, bazi olaylarda ise bu siirenin 2-5 aya
kadar wuzandigr bildirilmistir. Bunlara ilaveten
yumurta veriminde disme, kilo kayibi, tlylerde
kabarikhk, gorme bozuklugu ve korlak, ataksi,
embriyo oraninda disme, anormal embriyolarin
¢ikmasi, gibi belirtiler de gorilmistir (Biester ve
Schwerde, 1965; Howell ve ark., 1969; Howell ve
Thompson, 1967a; Howell ve Thompson, 1967b;
Mohan ve ark., 1978).Makroskobik lezyonlarin st
solunum ve sindirim vyollarinda lokalize oldugu,
beyaz kiguk pistil benzeri odaklarla bezendigi,
ilave olarak i¢ organlarda (rikozis, merkezi sinir
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sisteminde ve kemik dokuda degisikliklerin
olustugu; nadiren de b. Fabricius'ta folialarin
blzlstliglu ve sari kazedz bir materyal ile doldugu
bildirilmistir (Biester ve Schwerde, 1965; Howell ve
Thompson, 1967a; Howell ve ark., 1969; Riddell,
1987). Mikroskobik olarak ise, Ust solunum ve
sindirim yollari mukozalarinda atrofi,
keratinizasyon, dejenerasyon, nekroz ve
deskuamasyon ile miikéz bez epitelerinde ve b.
Fabricius’ta metaplazinin sekillendigi bildirilmistir
(Aruo, 1978; Mayor, 1968; Riddell, 1987; Zwart ve
ark., 1979).

Bu cgalisma, vit. A’dan yoksun bir rasyon ile
beslenen broiler piliclerde klinik, makroskobik ve
mikroskobik  degisiklikleri arastirmak amaciyla
yapild.

Materyal ve Metot

Materyal olarak 40 adet bir ginlik broiler
civciv kullanildi. Kontrol ve deneme grubu olarak
20’serli iki gruba ayrilan civcivlere ad libitum su ve
yem verildi. Kontrol grubuna 15.000 IU/kg vit. A
ihtiva eden standart broiler yemi verilirken deneme
grubuna vit. A icermeyen ayni rasyon verildi.
Deneme 50 giin devam etti. Deneme siiresinin
sonunda kesilen piliclerin sistemik nekropsileri
yapilarak 6zofagus, trakea, burun, mide, ince ve
kalin barsaklar, b. Fabricius, kalp, akciger, karaciger,
bobrek, goz, dil, dalak, timus gibi organlardan
histopatolojik muayene igin doku 6rnekleri alinarak
%10’luk noétral formalin sollisyonunda tespit edildi.
Rutin olarak hazirlanan parafin bloklardan 5 pum
kalinhginda alinan kesitler hematoksilen-eozin ve
Ayoub-Shklar metodu boyanarak 151k
mikroskobunda incelendi (Luna, 1968).

Bulgular

Klinik olarak, ilk haftadan itibaren deneme
grubu civcivlerde; gelisim geriligi, zayiflik, halsizlik
ve tiylerde kabariklik gorilda.

Bu bulgularin 5 ve 6. haftaya dogru daha da
siddetlendigi go6zlendi. Makroskobik olarak, st
solunum ve sindirim vyollari mukozasinin normal
parlak  goriunimini  kaybederek, matlastigi,
beyazimsi odaklarin sekillendigi, karacigerin hafif
blylidigu ve soluk bir renk aldigi, b. Fabricius’un
blyldigl, mukoza lzerinde beyazimtrak yapiskan
bir eksudatin bulundugu tespit edildi. Mikroskobik
olarak, Gst solunum ve sindirim sistemi
mukozasinda, lamina epitelyaliste dejenerasyon,
nekroz ve deskuamasyon, yer yer keratinizasyon,
miikdz bez epitellerinde nekroz ve bunlara ilave
olarak skuamoz metaplazi odaklari da gozlendi
(Sekil 1, 2).

Sekil 1. Ozofagus bezlerinde dilatasyon ve metaplazi
(oklar), HE X20.

Sekil 2. Burun mukozasinda keratinizasyon, submukozal
hemoraji, epiteliyal metaplazi (ok), HE X20.

: 28

e 4 =
Sekil 3. b. Fabricius’t
X10.

Muskuler mide miikéz bezlerinde dilatasyon ve
bez  epitellerinde  deskuamasyon,  skuamoz
metaplazi, barsak bezlerinin kript lumeninde
nekrotik doku artiklarini iceren eozinofilik kitleler
dikkati cekti. Karacigerde hepatositlerde diffuz
hidropik dejenerasyon, b. Fabricius'ta yer vyer
interfolikiler 6dem, kolumnar epitelin metaplazisi
gozlendi (Sekil 3). Metaplazi ve keratinizasyonun
lokalizasyonu ve goérilme sikhgr Tablo 1'de
gosterilmistir.  Kontrol grubu civcivlerde Kklinik,
makroskobik  ve  mikroskobik  bir  degisim
saptanmadi.
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Tablo 1. A vitamini bulunmayan rasyonla beslenen
grupta metaplazi ve keratinizasyonun dokulara gore
gorilme sikhgi.

Lokalizasyon Skuamoz Keratinizasyon
yeri metaplazi

b. Fabricius 18/20 -
Ozofagus bezleri 8/20 4/20
Burun mukozasi 10/20 6/20

Tartisma ve Sonug

Vitamin A gen¢ hayvanlarda blylmeyi
saglayan, mukozalarin gelisimi ve butunlGgunu
koruyan 6nemli bir vitamindir. Eksiklig§inde basta
sindirim sistemi mukozasi olmak Uizere solunum
sistemi ve Urogenital sistem mukozalarinda bez ve
yluzey epitellerde dejenerasyon, nekroz, atrofi,
metaplazi ve keratinizasyon ile karakterize
degisimler sekillenmektedir (Biester ve Schwerde,
1965; Howell ve ark., 1969; Riddel, 1987; Zwart ve
ark., 1979). Cesitli arastirmalarda civcivlerde klinik
olarak zayiflik, tiylerde kabarikhk, inkoordinasyon,
gugsuzliik gibi klinik semptomlar tespit edildigi ve
16-17. gunlerde olimlerin  seklilendigi  bazi
arastirmalarda da o6limlerin meydana gelmedigi
bildirilmistir (Biester ve Schwerde, 1965; Howell ve
Thompson, 1967a; Uche, 1986; Zwart ve ark., 1979).
Deneme siliresi uzun tutulan arastirmalarda
bildirilen sinirsel semptomlar ve 6lim (Biester ve
Schwerde, 1965; Zwart ve ark., 1979) bu ¢alismada
gozlenmemistir. Bu durum, deney siresinin kisalgi
ve civcivlerin temin edildigi isletmelerde anaglarin
vit.  A’dan zengin rasyonlarla  beslendigine
yorumlanabilir.

Arastirmalarin biylk bir boéliminde
makroskobik ve mikroskobik lezyonlarin Gistsolunum
ve sindirim sistemi mukozasinda lokalize oldugu bu
lezyonlarin, epitelde  dejenerasyon, nekroz,
deskuamasyon ve metaplazi ile karakterize oldugu
bildirilmistir (Aruo, 1978; Biester ve Schwerde,
1965; Howell ve Thompson, 1967a; Howell ve ark.,
1969; Mayor, 1968; Mohan, 1960; Riddell, 1987;
Zwart ve ark., 1979). Daha sinirh degisikliklerin b.
Fabricius’ta sekillendigi birkag calismada
aciklanmistir. Bu ¢alismada, skuamoz metaplazi b.
Fabricius'ta %90, 0Ozofagusda %40 ve burun
mukozasinda %50; keratinizasyon ise;
O0zofagusda %20 ve burun mukozasinda %30
oraninda goézlenmistir. Bu durumda skuamoz
metaplazinin en fazla b. Fabricius’ta daha az olarak
da burun ve 6zofagusda sekillendigi,
keratinizasyonun ise; daha fazla burun mukozasinda,
az olarak da 6zofagus mukozasinda sekillendigi, b.
Fabricius’ta hi¢ sekillenmedigi gozlendi. Erginlerde,
yumurta tavuklarinda A vitamini yetersizligine bagli
olarak urokozisin sekillendigi bildirilmistir (Biester

ve Schwerde, 1965; McCance, 1960; Uche, 1986;
Zwart ve ark., 1979). Urikozisin gérilmemis olmas,
¢alismanin kisa sireli olmasi ve anaglarin vit. A’dan
zengin rasyonlarla beslenmis olmasi ile agiklanabilir.
Makroskobik ve mikroskobik bulgular, literatir
bulgularina benzerlik gostermekle birlikte b.
Fabricius’taki metaplazi literatlr bilgilerine oranla
daha yiiksek oranda bulunmustur.

Sonug¢ olarak; vit. A’dan yoksun bir diyetle
beslenen civcivlerde st solunum ve sindirim
sistemindeki lezyonlarla birlikte, b. Fabricius'ta %90
metaplazi saptanmasi A avitaminozisin
histopatolojik tanisinda olduk¢a 6nemli bir bulgu
olarak degerlendirilebilecegini ortaya koymustur.
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Abstract: Non-neoplastic epithelial and stromal changes might be prognostic in early phase of premalignant neoplastic
developments of urinary bladder. In this regard, diagnosis and histological classification of these lesions give valuable
knowledge for prevention and treatment in both human and veterinary medicine. In Turkey, bovine urinary bladder lesions
have been encountered in great ratio even though the small numbers of cases have been observed in other animals.
According to our great experiences and field-studies for years concentrating on the topic, inflammatory and neoplastic of
pathologies in urinary bladders might be easily developed after long term Bracken fern-consuming cattle. In current study,
non-neoplastic cases including mainly epithelial, stromal, vascular, and inflammatory characteristic lesions were identified
and described separately. Degenerative, desquamative, cystic, hyperplastic, and metaplastic lesions were found
prominently in urinary bladder epithelium. Consecutive lesions comprised stromal changes and vascular lesions
characterized with circulatory problems. Accompanying those, remarkable mononuclear cell infiltrations were found in a lot
of cases. In conclusion, such kind of non-neoplastic lesions at least should be considered as important as neoplastic lesions
because the lesions can have a risk in course of premalignant neoplastic transformation.

Keywords: Cow, Histopathology, Non-neoplastic changes, Urinary bladder.

Sigir idrar Keselerindeki Non-neoplastik Lezyonlarin Patomorfolojik Ozellikleri

Ozet: Non-neoplastik epitelyal ve stromal degisiklikler, idrar kesesinin premalign neoplastik gelisimlerinin erken evresinde
prognostik olabilir. Bu lezyonlarin tanisi ve histolojik siniflandirmasi, hem insan hem de veteriner hekimlikte 6nleme ve
tedavi icin degerli bilgiler vermektedir. Tirkiye’de, diger hayvanlarda az sayida olgu gorilmesine ragmen sigir idrar kesesi
lezyonlarina yiiksek oranlarda rastlanmaktadir. Yillara dayal yeterli deneyimlerimiz ve saha g¢alismalarimiza gore, uzun
vadede egrelti otu tiiketen biyiikbas hayvanlarin idrar keselerinde yangisal ve neoplastik patolojiler kolaylikla gelisebilir. Bu
¢alismada, baslica epitelyal, stromal, damarsal ve yangisal karakterli lezyonlari igeren non-neoplastik olgular tanimlanmis ve
ayri ayn aciklanmistir. idrar kesesi epitelinde dejeneratif, deskuamatif, kistik, hiperplastik ve metaplastik lezyonlar belirgin
olarak bulundu. Ardigik lezyonlar stromal degisiklikler ve dolasim problemleri ile karakterize damarsal lezyonlari da
iceriyordu. Bunlara eslik eden, dikkate deger mononiikleer hiicre infiltrasyonlari ¢ok sayida vakada bulundu. Sonug olarak,
bu tiir non-neoplastik lezyonlarin en azindan neoplastik lezyonlar kadar énemli oldugu disindlmelidir, ¢linki lezyonlar
premalign neoplastik transformasyon sirasinda bir risk olusturabilir.

Anahtar Kelimeler: Sigir, Histopatoloji, Non-neoplastik degisiklikler, idrar kesesi.

Introduction

Many different tumor-like but non-neoplastic
lesions of the urinary bladder are among the most
misdiagnosed cases in human medicine (Wong-You-
Cheong et al., 2006; Young, 2009). As in human
cases, those focal or diffusively developed lesions in
urinary bladder have mimicked the malignancy in
also animals (Aydin and Ozkul, 1995; Peixoto et al.,
2003). Similar to humans, focal or diffuse wall
thickening can develop in too many non-neoplastic
pathologic conditions in the bladder in case of
bracken fern toxicity (Carvalho et al., 2006; Roperto
et al.,, 2010). Both human (Wiener et al., 1979;
Young, 2009) and animals (Peixoto et al., 2003)

epithelial non-neoplastic lesions, especially; von
Brunn’s nests, cystitis cystica and cystitis
glandularis,  reactive  papillary  proliferation,
papillary—polypoid cystitis are common in normal
bladders and such proliferations may mimic the
nested variant of urothelial carcinoma, particularly
if the nests lie relatively deep in the lamina propria
(Young, 2008). In human medicine, the molecular
genetics and biomarker characterizations of several
urinary bladder pathologies have been
demonstrated to provide considerable advantage at
last decade (Lopez-Beltran et al., 2002). In this
course, several molecular alterations have been
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found in association with intraepithelial lesions such
as dysplasia and carcinoma in situ (CIS). However,
their usage in routine clinical settings remains still
controversial in humans (Reuter, 1999). The
situation is almost same in veterinary medicine and
there are still numerous unclarified hypothesis on
the basis of molecular interactions in different
source of urinary system cells in cattle (Keles et al.,
2018; Ozkul et al., 2008; Yucel-Tenekeci et al.,
2017).

In veterinary medicine, only a few studies
(Carvalho et al., 2006; Roperto et al., 2010) have
described the pathologic features of non-neoplastic
bladder lesions of cattle. In this study, we aimed to
illustrate the histopathological features and
pathomorphological characteristics of bracken fern-
associated non-neoplastic lesions in bovine urinary
bladder.

Materials and Methods

Sample collection: Totally, 216 urinary bladder
samples belonging to cows older than 2 years of age
including Holstein, Jersey, domestic black cattle,
half or mixed culture breeds were used. These
selected samples were provided from
slaughterhouses in center and / its neighbors of
several provinces (Trabzon, Ordu, Giresun, Samsun,
Karabuk, Sakarya provinces) located in the Black Sea
region of Turkey. The pastures in this area are often
composed of bracken fern as result of our field
observation. Also, fresh or digested bracken-fern
herbals were found in ruminal ingredients in some
of slaughtered cattle, so that a cross-check in
direction to theconsumption of this plantwere
provided.

Macroscopical examinations: For better fixation of
the urinary bladder samples, mucosal surface was
reversed and fixed in a 10% neutral buffered
formalin. Lesion localizations and numbers were
described as collum vesicae, corpus vesicae, vertex
vesicae, and trigonum vesicae in collected samples.
Macroscopical features including thickening of wall,
vesicular or balloon like changes, distribution, shape
and circumscription, of lesions as well as hyperemia
and hemorrhage etc. were illustrated in a urinary
template for each collected samples.

Histopathological examinations: Each described
lesion collected from all samples were processed
routinely in alcohol and xylol series. The samples
were embedded in paraffin wax, and 5 pum thick
sections were cut from paraffin blocks. After that,

these sections were stained with hematoxylin and
eosin. The sections were examined and classified
according to the established criteria for neoplastic
and non-neoplastic urinary bladder lesions (Roperto
et al., 2010; Volmar et al., 2003). Hematoxylin and
eosin-stained slides were examined for architectural
features, such as size, shape, and distribution of
lesions. Cellular characteristics were also noted,
including nuclear pleomorphism, prominent
nucleoli, mitotic figures, and evidence of non-
urothelial differentiation including squamous and
glandular differentiation. The nature of the
intervening stroma was searched, including
desmoplasia, inflammation, and necrosis.

Results

Macroscopic findings: Location of non-neoplastic
lesions has been evaluated on lateral or ventral
wall, neck and vertex of the urinary bladder. All of
the abnormal changes such as wall thickness,
hyperemia, hemorrhage, papillary or verrucoid
structures and indurations were examined.

Histopathological findings: Histopathologically,
lesions in the cow bladder were divided as
epithelial, stromal, vascular, and inflammatory. All
evaluated lesions were semi-quantitatively scored
as no lesion (-), mild (+), moderate (++), and severe
(+++). Results are given in Table 1 and then detailed
according to the characteristics of findings.

Urothelial lesions: Histologically, lesions were
described as hyperplasia characterized with
increased numbers of the normal transitional cell
layers which arranged either papillary (Fig. 1A) or
nodular (Fig. 1B) in structure. There were few or no
significant cytological abnormalities, although slight
nuclear enlargement might focally present. In some
cases, light to severe hydropic degeneration was
observed in hyperplastic epithelium (Fig. 1C).
Intraepithelial cysts (Fig. 1D) within the epithelial
layers and epithelial desquamation (Fig. 1E) in the
outer row of transitional epithelium were noticed in
some cases with severe papillary hyperplasia. In the
lamina propria, oval or round and generally
smoothly contoured von Brunn’s nests which a
transitional cell aggregates with or without
connection to the surface epithelium were found
single or multiple in some cases (Fig. 1D). The
epithelium in the von Brunn’s nests were similar to
the surface epithelium and exhibited hyperplasia,
reactive urothelial atypia (including prominent
nucleoli), and mitotic activity. Some of these nests
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had central lumina, and this lesion was classified as
cystitis cystica (Fig. 1F) and or into intestinal
columnar mucin-secreting glands (goblet cells) were
named as cystitis glandularis (Fig. 1G). Cystitis
glandularis developments were seen both into
papillary and nodular masses. There are two type of
glandular hyperplasia were seen in the cases. In the
first (non-intestinal) form of cystitis glandularis was
characterized by glands lined by cuboidal to low
columnar cells, which were themselves surrounded
by a layer of transitional cells. In the second form of
cystitis glandularis, the cells lining the glands in the
intestinal-type cases were tall and columnar with
abundant mucin. These cells may be admixed with
goblet cells and the epithelium often closely
resembles intestinal epithelium. The second type
also named as glandular metaplasia or colonic

metaplasia (Fig. 1H) and characterized by the
presence of epithelial cells of colonic type with a
goblet cell appearance within the surface
epithelium (flat pattern) or/and in association with
cystitis cystica (endophytic pattern). Mucin-
secreting metaplasia that shows a striking
resemblance to intestinal mucosa, including a crypt-
like architecture, has been designated intestinal
metaplasia. Intestinal-type mucinous metaplasia
may include focal or diffuse areas of the type of
intestinal metaplasia consisting of goblet cells or
colonic-type glands. Morphologically it has a villous
or a tubulo-villous architecture with fronds lined by
tall, pseudo-stratified, colonic-type epithelium
whose nuclei are dark, elongated and in a basal
position.

Table 1. Non-neoplastic epithelial, stromal, vascular, and inflammatory lesions*.

. No lesion Mild Moderate Severe

Lesions (n:216)

(-) (+) (++) (++4)
EPITHELIAL
Hydropic degeneration 82 32 87 15
Epithelial desquamation 190 17 7 2
Intraepithelial cysts 124 65 23 4
Cystitis cystica 170 21 20 5
Cystitis glandularis 188 7 19 2
Papillary hyperplasia 55 69 89 3
Nodular hyperplasia 58 47 106 5
von Brunn nests 133 52 27 4
Metaplasia 202 14 0 0
STROMAL (Spindle cells)
Fibrosis 123 64 27 2
Myxomatous stroma 180 16 17 3
VASCULAR
Edema 180 34 2 0
Thrombosis 200 11 4 1
Hemorrhage 88 30 61 37
Erythrocyte exostosis 168 21 11 16
Neo-vascularization 79 36 94 7
INFLAMMATUAR
Mononuclear cells 55 41 93 27

*The numbers of animals with lesions are given in the columns.

Stromal lesions: Herein, lesions were generally
interested to spindle and/or star-like shape cells.
Fibrosis, abnormal connective tissue deposition,
was seen in dermis localized just below to most
remote regions of the transitional epithel with focal
or diffuse shape (Fig. 1I). Similar to fibrosis
myxomatous stroma-myxomatous tissue
components (Fig. 1J) were seen in some cases with
similar to location and shape of fibrosis.

Vascular lesions: Submucosal edema (Fig. 1K) was
noticed in some cases with different severity. In

some cases, newly formed and/or shaped vascular
capillary clusters -neo-vascularization- (Fig. 1D)
were observed. Although they are different from
normal appearance, some of them opened to the
blood circulation, and the other cleft shaped
primitive capillaries were not opened the blood
circulation. Thrombosis (Fig. 1D) was firmly stocked
to the vessel wall, partially closed the lumen, and
with layered view and a hyaline-like proteinaceous
appearance viewed at the thrombotic mass. In the
lesions were described as hemorrhage (Fig. 1L) red
blood cell extravasations were seen between

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2018; Cilt 7, Sayi 2 224



Harran Univ Vet Fak Derg, 2018; 7 (2): 222-228

Arastirma Makalesi

connective tissue cells and elements. Although
sometimes small amount of erythrocytes,
sometimes dense erythrocyte extravasations were
completely covered the underlying structures. Most
of such severe bleeding cases erythrocyte exostosis
(Fig. 1L) was detected between the associated
transitional epithelial cells.

Inflammatory changes: Mononuclear cells were
predominant. The cells were belonged to a vast
majority of lymphocytes and a small number of
macrophages and also a few and plasma cells were
observed in the submucosal areas with varying
intensity. These diffuse (Fig. 1A) and/or focal cell
aggregates sometimes were observed in the style of
lymphoid follicles.

it

igre 1. Hematxylin and Eosi stained urinary bladders. Magnifications are 10, 10, 20, 4, 10, 10, 10, 4, 4, 10, 4,

and 10, respectively. The most prominent lesions were noted in the legends and the others were ignored in this
section. A. Papillary hyperplasia, nodular hyperplasia, and mononuclear cells. B. Nodular hyperplasia. C. Hydropic
degeneration and nodular hyperplasia. D. von Brunn’s nests, intraepithelial cysts, neo-vascularization, thrombosis,
and hemorrhage. E. Intraepithelial cysts, epithelial desquamation, and mononuclear cells. F. Cystitis cystica. G:
Glandular metaplasia and hemorrhage. H: Colonic metaplasia and papillary hyperplasia. I: Fibrosis and nodular
hyperplasia. J: Myxomatous stroma-myxomatous tissue components and hemorrhage. K: Edema, nodular
hyperplasia, and von Brunn’s nests. L: Hemorrhage and erythrocyte exostosis.

Discussion

In the current study, we reached some major
outcomes: (i) in non-neoplastic pathologies,
urothelium was susceptible to bracken-fern

toxicants.  Their  pathologies @ were  more
predominant and common when compared to
stromal pathologies; (ii) general vascular lesions
were less common than urothelial pathologies even
though neo-vascularization were found mildly in
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numerous cases; (iii) there may not be any
association with bracken fern toxication and its
triggering effect of inflammation in each case.

Mucosal layers of urinary system have been
consisting of multiple layers of transitional
urothelium in several characteristics. Thus, the
developed lesions might be different here. These
are described pathologies as hyperplasia, von
Brunn’s nest hyperplasia, mullerianosis of urinary
bladder, cystitis, papillary polypoid cystitis, cystitis
cystica, malacoplakia, atypia, squamous metaplasia,
pseudocarcinomatous proliferation in humans
(Koren et al., 2006; Readal and Epstein, 2010;
Sampson et al., 2007; Volmar et al., 2003; Wiener et
al.,, 1979). In veterinary medicine, such kind of
similar descriptions have also been found in cattle
(Peixoto et al., 2003; Roperto et al., 2010). These
changes as in human counterparts could be in flat,
exophytic and endophytic form (Roperto et al.,
2010). Sometimes there are only epithelial changes,
but sometimes there may be stromal and vascular
pathologies (such as vascular ectasia, inflammatory
pseudotumor and myxoid stroma etc.)_along with
epithelial changes. In the current study, we, take
into consideration such terminology; however,
preferred to use classical descriptions in veterinary
medicine. About classification of the non-neoplastic
pathologies, at last decade, Young (2009) reported
to categorize non-neoplastic human bladder lesions
as follows: (1) pseudocarcinomatous proliferations
of transitional epithelium; (2) glandular lesions; (3)
papillary lesions; (4) spindle cell lesions and (5)
miscellaneous others. To the best of our knowledge
about veterinary counterpart of any classification,
there have not been on non-neoplastic
developments. According to our observation in the
current study, we grouped bracken fern-associated
non-neoplastic lesions in the bovine urinary bladder
as: (1) epithelial lesions (hydropic degeneration,
epithelial desquamation, intraepithelial cysts,
cystitis cystica, cystitis glandularis, papillary
hyperplasia, nodular hyperplasia, von Brunn’s nests,
metaplasia), (2) stromal lesions (especially spindle
cell) (fibrosis, myxoid stroma), (3) vascular lesions
(edema, thrombosis, hemorrhage, erythrocyte
exostosis, neo-vascularization), and (4)
inflammatory changes (mononuclear cell
infiltrations).

About epithelial lesions, in human autopsy,
these proliferative lesions, such as von Brunn’s
nests and cystitis cystica have been found in more
than 90% of normal bladders (Wiener et al., 1979).
In bovine cases in the present study, the absence of
another lesion and the high rate of these
macroscopically unobtrusive lesions was found to
be compatible with human study. Therefore, we
come to conclusion that urothelial pathologies were

more common than other pathologies. Even though
focal or diffuse wall thickening may develop suitably
to the such lesions; but, sometimes there may not
give any macroscopic finding (Carvalho et al., 2006;
Roperto et al., 2010). Therefore, it should be best to
make a decision for classification of pathologies by
considering such microscopic changes throughout
all mucosa for human and veterinary cases. In
epithelial micro-architecture, although solely the
epithelial lesions can be present, the lesions can
eventually be seen in a consecutive series of style as
a part of chain of events. As described by Montironi
et al. (2003), the event initiate as epithelial
hyperplasia and develop atypical hyperplasia and
can afterwards gain non-invasive papillary
carcinoma, invasive carcinoma characteristics. Even,
it can be metastasis to distant tissues due to high
malignant potential (Montironi et al., 2003). In this
situation, we agree to the postulate at the same
way. The urothelial cells can cause hyperplasia,
dysplasia, or metaplasia, and thereafter the cells
can be undergone a malignant transformation.
According to our thought, von Brunn’s nests are
also the next stage of nodular hyperplasia likely to
be in other urothelial lesions. And it can be under
experienced for malignant transformation in
ongoing stages. These result can have been
confirmed because such kind of cases, in previous
studies, contained together both non-neoplastic-
premalignant and malignant epithelial lesions (Keles
et al., 2018; Ozkul et al., 2008; Yucel-Tenekeci et al.,
2017). Regarding stromal changes, there have been
found different topics suitably to situation and
cellular type in human medicine. These have been
known since long term as non-neoplastic stromal
cells with atypia, postoperative spindle cell nodule,
inflammatory pseudotumor (ancient terminology:
pseudosarcomatous myofibroblastic proliferation),
and hamartoma etc. (Harik et al, 2006;
Nochomovitz and Orenstein, 1985; Proppe et al.,
1984; Roth, 1980; Wick et al., 1988; Young, 2008).
However, in veterinary terminology, there have not
been important development at recent years. Aydin
and Ozkul (1995) did not document any stromal
changes in 131 urinary bladders with lesions of
cattle and water buffalo even though the
researchers made a classification in epithelial,
inflammatory lesions and vascular disturbances.
However, in the current study, we set an extra-
category of these stromal changes including fibrosis
and myxomatous stroma despite of being not
lesions of a vast majority of them. We
demonstrated stromal microarchitecture, in
sometimes, might be also affected in addition to
other cellular component of mucosa. On the other
hand, we are not certain whether the stromal
changes can be resourced spontaneously or after
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interaction to vascular changes, epithelial lesions
and inflammatory cells, not.

About inflammatory changes, Peixoto et al.
(2003) stated that focal or diffuse inflammatory
infiltration, mostly lymphocytes, can be found in
neoplastic and non-neoplastic conditions.
Therefore, the researchers took no simple
correlation between inflammations and any
neoplastic or non-neoplastic alterations. In this
point, we share the same thoughts with the
researchers. Our results also showed us
inflammatory changes cannot be developed against
any urothelial and/or stromal changes. However,
the mononuclear cells can be related to action
against or by means of chemicals compounds of
bracken-fern herbal. These problematic should be
needed to be more investigated in-vitro conditions
prepared from bovine urothelial and stromal cells
introducing reaction with toxicants well-described
such as mainly ptaquiloside (a norsesquiterpenoid
glycoside), quercetin, shikimic acid, and prunasin
(Pamukcu at al,, 1967; Pamukcu, 1974).

About vascular lesions and vessel alterations,
Peixoto et al. (2003) reported that they can be
developed in varying degree of the propria mucosa
and accompanied by any epithelial lesions.
According to our experience, in particular,
hemorrhage should consider for evaluation of the
non-neoplastic changes because small amount of
erythrocytes or erythrocyte extravasations are
completely covered the underlying structures. We
believe that triggering of such kind of changes in
bovine cases is again responsible for several
toxicants of bracken-fern even though the changes
are not mentioned in human counterparts at every
case. However, according to our results, the
observational frequency is indeed not enough when
compared to epithelial lesions.

In conclusion, we believe that we gained a
general point of view to non-neoplastic lesions of
bovine urinary bladders. These lesions are again
related to bracken-fern toxication under shed light
of previous experience. The lesions have a risk
because it is suitable for premalignant neoplastic
transformation in terms of especially epithelial or
urothelial changes. However, it needs to more
clarification on the basis of molecular and genetic
alterations comparing them and following
developments in human and veterinary medicine.
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Probiyotik Etkili Bifidobacterium longum ATCC 15707’nin, Staphylococcus

aureus ATCC 29213’e in-vitro Etkisinin Real-Time PCR Yontemi ile incelenmesi
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Ozet: Staphylococcus aureus, kommensal bir bakteri olarak hem insanla birlikte yasayan, hem de uygun firsati buldugunda
ciddi firsatgi enfeksiyonlara neden olabilen 6nemli bir patojendir. Bifidobacterium cinsi bakteriler probiyotik olarak
kullanilan ana mikroorganizmalardir. Bu cinslere ait ¢ok sayida tiiriin, konagin saghgini iyilestirmede giivenli ve etkili oldugu
bildirilmistir. Bizim ¢alismamizin amaci, probiyotik etkili Bifidobacterium longum ATCC 15707’nin, Staphylococcus aureus
ATCC 29213’e suslari Uzerine etkisinin Real-Time PCR yontemi ile arastirmaktir. 3 tane brain—heartin fusion broth (Oxoid)
besiyeri iceren tiip hazirlandi. Tim tiiplere 103 CFU/mL olacak sekilde Staphylococcus aureus ATCC 29213 koékeninden ilave
edildi. 1. tup kontrol olarak kalirken, 2. tiipe 103 CFU/mL olacak sekilde, 3. tiipe de 10° CFU/mL olacak sekilde
Bifidobacterium longum ATCC 15707 kokeni ilave edildi. inkiibasyonun 6., 12., 24. saatlerinde tiiplerden alinan
numunelerden DNA izolasyonu yapildi ve bu numunelerden LightCycler 480 sisteminde Real-Time PCR ile kantitatif olarak S.
aureus miktarlari saptandi. Birinci tlpte 6. saatte 523.333+8993 kopya/mL diizeyinde saptanan S. aureus, farkli tiplerde
sirastyla 103 ve 10% CFU/mL miktarlarinda B. longum koékeni ile birlikte inkiibe edildiginde bu miktarlarin distigi oldugu
bulundu. Sonug olarak, ¢alismamizda, probiyotik etkili Bifidobacterium longum’un, Staphylococcus aureus’un in vitro
ortamda Uremesini etkiledigi ve bakteri sayisinin etki diizeyini arttirdigi saptanmistir. Probiyotiklerin etkilerinin gnotobiyotik
hayvan modellerinde veya daha kapsamli ¢alismalarla incelenerek, ilag direnglerinin ¢ok yogunlastigi ginimizde, 6nemli
patojenlere karsi antimikrobiyal olarak yarar saglayabilecegi dislincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Bifidobacterium longum, Staphylococcus aureus, Real-Time PCR.

Investigation of In vitro Effects of Probiotic Bifidobacterium longum ATCC 15707 on Staphylococcus

aureus ATCC 29213 by Real-Time PCR

Abstract: Staphylococcus aureus is an important pathogen which is both a commensal bacterium living with humans and
can also cause serious infections when it has the opportunity. Bifidobacterium species are the main microorganisms used as
probiotics. It has been reported that many species of this genus are safe an effective in improving the health of the host.
The aim of this study was to investigate the effect of probiotic Bifidobacterium longum ATCC 15707 strain on
Staphylococcus aureus ATCC 29213 strain by using with Real-Time PCR method. Three tubes containing brain-heartin fusion
broth (Oxoid)were prepared. Staphylococcus aureus ATCC 29213 was inoculated into two tubes at a concentration of 103
CFU/mL while the one of the tubse remained as control. Bifidobacterium longum ATCC 15707 strain was added into the
second and third tubes at a concentration of 103 CFU/mL and 106 CFU/mL respectively. DNA isolation was performed from
the samples taken from tubes at 6, 12th and 24t hours of incubation and quantitative S. aureus amounts were determined
by Real-Time PCR by using LightCycler 480 system. S. aureus, amounts was found as 523.333+8993 copies/mL at the 6th
hour in the first tube, while we found that the number of S. aureus was reduced in the tubes added with B. longum strains
for 103 and 10 CFU/mL, respectively. In conclusion, B. longum, which is considered as a probiotic, affected the growth of
Staphylococcus aureus in-vitro and the reducing effect of B. longum can increase along with the number. The effects of
probiotics can be investigated in gnotobiotic animal models or in more comprehensive studies and we think that using B.
longum can be beneficial against important pathogens such as Staphylococcus aureus in order to prevent antibiotic
resistance.

Keywords : Bifidobacterium longum, Staphylococcus aureus, Real-Time PCR.

Girig

Staphylococcus aureus, kommensal bir bakteri
olarak hem insanla birlikte yasayan, hem de uygun
firsati  buldugunda ciddi firsat¢i enfeksiyonlara
neden olabilen 6nemli bir patojendir (Tong ve ark.,
2015). S. aureus, toplum kaynakh ve hastane
kaynakli bakteriyel enfeksiyonlarin o6nde gelen

nedenlerinden birisidir ve enfeksiyonlarda goézlenen
bakteriyemilerin en yaygin nedenlerinden biridir.
Diger bakteriyel enfeksiyon etkenlerine gére daha
yuksek mortalite oranina sahiptir (Brown ve ark.,
2013). S. aureus'taki antibiyotik direnci tehdidi
birkag yildir biyik 6l¢lide artmis ve bu nedenle tim
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diinyada saglik maliyetleri 6nemli 6l¢lide artmistir
(Reddy ve ark., 2017). Antibiyotik direngli kékenlerin
olusumu, hem hatali replikasyona bagli olarak veya
kdkenler arasinda direng 6zelliklerin degismesinden
dolayr ortaya ¢ikan dogal bir siregtir. Bu siireg,
antibiyotiklerin kotiye kullanimi yoluyla,
antibiyotige direngli kokenlerin  secimine yol
acabilir.  S. aureus kokenlerinin gesitli ¢evre
kosullarina virtilans faktorleri ile hizli uyum yetenegi
onu direng konusunda one ¢ikarmaktadir (Bone,
1994; Reddy ve ark., 2017). Probiyotikler, yeterli
miktarlarda uygulandiginda konakta bir saghk yarari
saglayan canh mikroorganizmalar olarak tanimlanir
(Hungin ve ark., 2013). Son on yilda probiyotiklerin
artan siklikta tiketildigi gorilmektedir.
Enfeksiyonlara karsi koruyucu 6énlem olarak, hem
gida durinlerinde, hem de besin takviyelerinde
probiyotiklerin kullanimini destekleyen bildirimler
bulunmaktadir (Lenoir ve ark., 2016). Probiyotikler
icin ticari alanda kiresel bir pazar olusmus ve bu
dranleri  farkh  enfeksiyonlari  olan  bireyler
iyilesebilmek icin veya saglikh bireylerde bagisiklik
sistemlerini modiile  etmek ve bagirsak
mikrobiyotasinin dengesini saglamak igin siklkla
kullanmaktadir. Bunun sonucunda artan talep
nedeniyle probiyotikler igcin olusan bu pazar
buyumektedir (Toscano ve ark., 2017). Lactobacillus
ve Bifidobacterium cinsi bakteriler probiyotik olarak
kullanilan ana mikroorganizmalardir ve gergekten
de, bu cinslere ait ¢ok sayida tiirtin, konagin sagligini
iyilestirmede givenli ve etkili oldugu bildirilmistir
(Kim ve ark., 2018; Toscano ve ark.,, 2017).
Bifidobacterium  longum,  saglikl  insanlarin
bagirsaklarinda yaygin olarak bulunan gram-pozitif
bir bakteridir. Yapilan ¢alismalarda, B. longum ile
iliskili faydalar nedeniyle, genellikle probiyotik
gidalar ve diyet takviyelerine eklenmektedir. Ayrica
B. longum’un ticari Uriinlerde probiyotik olarak
kullanilan en vyaygin Bifidobacteria turiu oldugu
soylenebilir (Wei ve ark., 2018). Tum bu bilgiler
Isiginda, bizde ¢alismamizda, probiyotik etkili
Bifidobacterium longum ATCC 15707’nin,
Staphylococcus aureus ATCC 29213’e in-vitro
etkisinin Real-Time PCR yontemi ile inceleyerek,
farkli zamanlarda yapacagimiz kontrollerle, S.
aureus c¢ogalmasina kantitatif etkisini incelemeyi
amagladik.

Materyal ve Metot

Calismamiz igin Bifidobacterium longum ATCC
15707 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213
kokenleri  temin  edildi. 3 tane  brain—
heartinfusionbroth (Oxoid) besiyeri iceren tip
hazirlandi. Tim tiuplere 10® CFU/mL olacak sekilde

Staphylococcus aureus ATCC 29213 kokeninden
ilave edildi. 1. tlip’e S. aureus disinda herhangi bir
ekleme vyapilmadi. 2. Tipe 10® CFU/mL olacak
sekilde, 3. tiipe de 10° CFU/mL olacak sekilde
Bifidobacterium longum ATCC 15707 kékeni ilave
edildi. Boylelikle 2. tpte (1:1) (S. aureus:B. longum)
ve 3. tlpte (1:2) oraninda bakteri karisimi elde
edildi. Her 3 tlp etlivde 37°C’da anaerobik ortamda
inkiibe edildi. inkiibasyonun 6., 12., 24. saatlerinde
tiplerden alinan 200 ul numunelerden S. aureus
kantitasyonu igin High Pure PCR Template Kkiti
(Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) ile Uretici
direktifleri dogrultusunda izolasyon gergeklestirildi.
Elde edilen DNA’lar Real-Time PCR islemlerine kadar
-20°C’da saklandi. S. aureus kantitatif miktarini
belirlemek icin Staphylococcus aureus Genesig
Advanced kit (Primer Design, UK) kullanildi. Real-
time PCR protokolii; 95°C'da 2  dakika
denatiirasyonu takiben, 95°C’da 10 sn ve 60°C'da 60
sn olacak sekilde 50 siklusluk ¢ogaltma seklindeydi.
Real-time PCR islemleri LightCycler 480 Il (Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya) sisteminde
gerceklestirildi. Kitte bulunan kantitatif standartlar
ile cizilen standart egri Gzerinden numunelerdeki S.
aureus kantitatif miktari belirlendi. Tim Real-Time
PCR islemleri 3 kere tekrar edildi.

Bulgular

Calismamizda,  Staphylococcus  aureus  ATCC
29213’un Bifidobacterium longum ATCC 15707 ile
birlikte inklibasyonu sonucunda, 6. 12. ve 24. Saatte
Real-Time PCR’la saptanan degisimi Tablo 1'de
gosterilmisgtir. 1. tlpte 6. saatte 523.333+8993
kopya/mL diizeyinde saptanan S. aureus, farkl
tiplerde sirasiyla 103 ve 10° CFU/mL miktarlarinda
B. longum kokeni ile birlikte inklibe edildiginde bu
miktarlarin distigld saptandi. S. aureus kokenleri
daha yuksek konsantrasyonda B. longum’la birlikte
inkibe edildiginde Uremeye olan negatif etkinin
daha da arttigi saptandi. Real-time PCR’la 24. saatte
her Gg tlpte elde edilen kantitatif S. aureus miktari
Sekil 1’de goriilmektedir.

Tartisma

Cesitli calismalarda, probiyotik etkili
Bifidobacterium cinsi bakteriler  tarafindan
mikrobiyal patojenlere karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdikleri bildirilmistir. Buna karsin, bu etkinin
altinda yatan mekanizma net degildir. Ortam
pH'sinin  azaltilmasi, beslenme kaynaklari igin
rekabet, organik asitlerin ve bakteriyosin Uretimi
gibi nedenler kaynakl olarak multifaktoriyel oldugu
kabul edilmektedir (Mufioz-Quezada ve ark., 2013).
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Hatta bazi probiyotiklerin, bakteri ve mantarlarin
buyumesini engelleyen metabolitler uretigi de

bildirilmistir (Muifioz-Quezada ve ark., 2013; Wang
ve ark., 2012).

Tablo 1. Staphylococcus aureus ATCC 29213’Un Bifidobacterium longum ATCC 15707 ile birlikte inkibe edilmesi sonucu

alinan Real-Time PCR sonuglarinin (103 kopya/mL) dagilimi.

103 CFU/mL S. aureus

103 CFU/mL S. aureus ve 103
CFU/mL B. longum

103 CFU/mL S. aureus ve 106
CFU/mL B. longum

6. saat 12. saat 24. saat 6. saat 12. saat 24, saat 6. saat 12. saat 24. saat
1 524 2.120 2.280 380 1.420 1.680 275 1.280 1.430
2 512 2.130 2.300 370 1.390 1.710 265 1.290 1.410
3 534 2.150 2.310 365 1.410 1.720 268 1.260 1.420
Ortalama 523.3 2.133 2.296 371.67 1.406 1.703 269 1.276 1.420
SD 89.93 12.47 12.47 62.36 12.47 16.99 41.89 12.47 81.64
24, saat
1,000, 00
[, Top 3
“U'w: Tiip 2
1 Tup 1
: =1
Tipl Tilp 2 Tilp 3

Sekil 1. S. aureus ve B. longum birlikte inkiibe edildiginde 24. saatte alinan 6rneklerde Real-Time
PCR’la saptanan kopya/mL miktarlarinin dagilimu.

Yapilan calismalari inceledigimizde, Lazarenko
ve ark. (2012)'nin, B. longum dahil farkli probiyotik
kokenleri S. aureus kdkenlerine karsi in vitro olarak
denemis ve bunlarda antagonistik bir aktivite
gozlemlediklerini  bildirmislerdir. Silva ve ark.
(2018)’'nin yaptiklari bir galismada ise S. aureus
kdkenlerinin in vitro ortamda Uremelerine karsi
farkh Bifidobacterium tirlerini yine denemisler ve
bunlarda en vyilksek antagonistik aktivitenin B.
longum’da oldugunu saptamislardir. Phoem ve ark.
(2015)’'nin  yaptiklari calismada, B. longum gibi
probiyotiklerin 6zellikle bakteriyel kirlenmede st
ve tofu gibi Grlinlerde yararh oldugunu ve Grlinlere
probiyotik katildiginda, bunun Grindn raf omriini
uzattigini  bildirmistir. Lee ve ark. (2012)'nin,
Bifidobacterium  tirlerinin  S.  aureus’a karsi
antibakteriyel aktivitesinin oldugunu bildirmislerdir.
Bu c¢alismada, ayrica Bifidobacterium tiirlerinin
konaktaki antiinflamatuvar etkileri incelenmis ve
sitokin  Gretimini, makrofajlarin  aktivasyonunu
gostermek icin kontrol edilmistir. Bifidobacterium
turlerinin  makrofaj  aktivatorlerinin  Gretimini
arttirdigint ve bununda immun fonksiyonlarin
etkisini degistirdigini belirtmislerdir (Lee ve ark.,
2015). Lkhagvadorj ve ark. (2010)'nin Bifidobacteria

breve’nin metisiline direngli S. aureus (MRSA)
enfeksiyonlari tedavisinde farelerde kullanimini
denemisler ve bu fare modellerinde 6limcil olan

MRSA enfeksiyonunu, probiyotikler ile tedavi
ettiklerini bildirmiglerdir. Bu ¢alismada,
Bifidobacterium kdkenlerinin antibakteriyel

aktivitesinin, bagisiklik yanitini artirma yetenekleri
ile iliskili oldugunu saptamislar ve enfekte olmus
farelerin CD3+ ve/veya CD4+ splenositlerinin
sayisinin, probiyotik kaltirler almayan enfekte
olmus farelere kiyasla 3. glinde kontrol seviyesine
yukseldigini ve 9. glinde de CD19+ hiicrelerinin
sayisi arttigini tespit etmislerdir (Lkhagvadorj ve
ark.,, 2010). Tim bu c¢alismalardaki veriler
arastirmamizin verilerini destekler goriilmekte ve
ortamdaki Bifidobacterium miktarininda, S. aureus’u
farkli yollarla etkiledigi gortilmektedir.

Sonug¢ olarak, ¢alismamizda, probiyotik etkili
Bifidobacterium longum’un, Staphylococcus aureus
kokenlerini in vitro ortamda etkiledigi ve koken
sayisinin  etki dizeyini arttirdigi saptanmistir.
Probiyotiklere olan ilginin artmasina karsin,
hastaliklarda karsilastigimiz patojenlere karsi bu
kokenlerin etkileri ile ilgili arastirmalar sinirhdir. Bu
calismanin bu yonde literatlre katki saglayabilecegi
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ve yeni arastirmalara  tesvik  edebilecegi
kanaatindeyiz. Probiyotiklerin etkilerinin
gnotobiyotik hayvan modellerinde veya daha
kapsamli calismalarla incelenerek, ilag direnglerinin
cok yogunlastigl ginimizde, 6nemli patojenlere
karsi yarar saglayabilecegi diisiincesindeyiz.
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Mannheimia haemolytica izole Edilen Pyometrali Bir Kedi Uterusunun

Anormal Genislemesi
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Ozet: Bu yazida, kisirlastirimamis, 8 yasinda, 5 kg agirhginda olan ve ¢ok su icme, ¢ok idrar yapma, istahsizlik, karinda asiri
sislik sikayetleriyle klinigimize getirilen disi bir tekir kedideki pyometra olgusu sunulmaktadir. Yapilan testler sonucunda viral
hastaliklar yoniinden negatif oldugu belirlenen kedide, l6kositozun yanisira (ire ve aspartat aminotransferaz (AST)
degerlerinin ylksek, albumin degerinin ise disik oldugu saptandi. Ultrasonografik muayenede asiri abdominal
genislemenin, pyometra nedeniyle oldugu saptandiktan sonra, sagaltim amaciyla ovariohisterektomi uygulandi. Alinan
uterusun agirhg toplam 2.4 kg olarak 6l¢ilildii. Pyometrali icerikten alinan drnekten mikrobiyolojik identifikasyon amaciyla
yapilan ekim sonucunda, pyometra olgularinda izole edildigine dair literatir bilgiye rastlamadigimiz, Mannheimia
haemolytica saptandi. Sonug olarak, sunulan bu olguda kedilerde pyometra olgularinda Mannheimia haemolytica izole
edilebilecegi ve bu bakterinin kedinin canh agirligina yakin boyutlara erisebilecek biyiiklikte uterus hacminde artisa sebep
olabilecegi vurgulanmistir.

Anahtar kelimeler: Disi kedi, Pyvometra, Mannheimia haemolytica.

An Unusual Enlargement of Pyometric Uterus of A Cat From Which Mannheimia haemolytica Was
Isolated

Abstract: A case of pyometra in sexually intact, 8 years old tabby queen cat of 5 kg body weight which was admitted to our
clinic with the complaint of polyuria, polydypsia, lethargy and unusual abdominal extension was presented in this article.
Leucocytosis, increased urea and aspartate aminotransferase (AST) and decreased albiimin were determined in the queen
which was free from feline viral diseases. In ultrasonographic examination, abdominal expansion was found to be due to
the unusual enlargement in cornu uteries and pyometra, thus ovariohysterectomy was performed for treatment. Total
uterine weight was 2.4 kg. By microbiological examination on exudat of cornu uteries, Mannheimia haemolytica was
detected which has not previously been reported to be isolated from pyometra cases. As a results of this case study, it was
emphasized that Mannheimia haemolytica can be isolated in feline pyometra and can cause an increase in uterine volume
close to the body weight of the queen.

Keywords: Queen, Pyometra, Mannheimia haemolytica.

Giris

Streptokoklar, Stafilokoklar, Klebsiella,
Pseudomonas, Proteus, ve Moraxella olarak

Kistik endometrial hiperplazi pyometra (CEH-P)
kompleks, endometrial bezlerin kistik dilatasyonu

sonucu gelisir ve endometrial hiperplazi ile purulent
eksudatin uterus [imenine toplanmasiyla
karakterizedir (Hollinshead ve Krekeler, 2016).
Koépeklere kiyasla kedilerde daha az gorilen CEH-P,
acil midahale gerektiren jinekolojik bir hastaliktir
(Blendiger ve ark., 1997; Ding, 2005). Kedilerde
ortalama 7 yasinda  gorlilmesine  ragmen
progesteron uygulanan geng disi kedilerde de CEH-P
sekillenebilir (Lucas ve ark.,, 2000). Olgular,
cogunlukla bakteriyel enfeksiyon, vaginanin normal
firsatgi  florasindan  koken alir ve anormal
endometrium dokusu bakteriyel kolonizasyon igin
predispozisyon saglar (Von Reitzeinstein ve ark.,
2000). Kedilerdeki pyometra vakalarinin yaklasik
%80'ninde aerobik bakteriler izole edilmektedir ve
en c¢ok rastlanan bakteri Escherichia coli’dir (E. coli)
(Holt ve ark., 2003). izole edilen diger bakteriler;

bildirilmistir (Agudelo, 2005; Lucas ve ark., 2000).
Mannheimia  haemolytica  kedi, koépek ve
ruminantlarda  genellikle  respiratorik  sistem
hastaliklarina, koyunlarda da meme
enfeksiyonlarina sebep olan bir bakteridir (Machino
ve ark., 2011; Omaleki ve ark., 2011; Singh ve ark.,
2011). Mannheimia Haemolytica’dan kaynaklanan
CEH-P olgularina iliskin literatlir bilgiye
rastlaniimamistir. Pyometra olgularinda en sik
gorilen klinik belirti vajinal mukopurulent veya irinli
akintidir fakat kapal serviks pyometra olgularinda
vaginal akinti goriilmez, abdominal genisleme daha
yaygindir  (Agudelo, 2005). Hastalkla ilgili
nonspesifik klinik bulgular ise; istahsizlik, kusma,
halsizlik ve kilo kaybidir (Ding, 2005). Hastaliga
iliskin klinik belirtiler uterusun vyanisira Uriner

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2018; Cilt 7, Say1 2 233


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

Harran Univ Vet Fak Derg, 2018; 7 (2): 233-236

Olgu Sunumu

sisteme de vyansir fakat poliiri ve polidipsi
kopeklerdeki kadar sik gérilmez (Agudelo, 2005).

Sunulan bu olguda, uterus hacminde asiri artisa
sebep olan bakterinin identifikasyonu yapilarak, bu
bakterinin pyometra gelisimi Uzerine etkileri ve
operatif yolla sagaltimda dikkat edilecek hususlari
degerlendirmek amaglanmistir.

Olgu

Sekiz  yasinda, kisirlastinilmamis, 5 kg
agirhginda, disi tekir kedi; ¢cok su icme, ¢ok idrara
ctkma, istahsizlik, karinda asirt sislik (Sekil 1.)
nedeniyle klinigimize getirildi. Hastanin genel
muayenesinde  viicut  sicakliginin - 38.1°C  ve
mukozalarinin pembe renkte oldugu tespit edildi.
Vaginal inspeksiyonda serviksten gelen herhangi bir
akintiya rastlanmadi. Hastanin hemogram
bulgularinda anemi saptanmadi fakat lokositoz
(WBC: 109.6 x103/uL) tespit edildi. Biyokimyasal
analiz sonucuna goére aspartat aminotransferaz
(AST: 146 U/L) ve Ure (81 mg/dl) degerleri yiksek,

I.U.VET.FAK.DOGUM VE JINEKOLOII ABD.

.6 MHz G SBN
cn XV

-2-H PRS §

Sekil 2. Kornu uterilerin ultrasonografik goriintlsu.

Kornu uterilerin duvarlarinin inceldigi ve
limenlerinin anekojenik oldugu goéruntiilendi. Bu
klinik bulgular egliginde CEH-P teshisi konulan
hastaya ovariohisterektomi operasyonu
uygulanmasina karar verildi. Bu dogrultuda, genel
anestezi 6ncesi deri alti yolla 0.03 mg/kg dozunda
Atropin siilfat  (Biofarma, Istanbul, Tiirkiye)
uygulandi. Premedikasyon amaciyla damar igi yolla
6 mg/kg dozunda propofol (%1 Pofol ampul,
Dongkok Pharm, Kore) verildi. Doz hesaplamasi,
tahmini uterus agirhg kedinin ameliyat o6ncesi
agirhgindan cikartilarak yapildi. indiiksiyonu takiben
hasta entiibe edilerek, %3 oraninda izofluran likid
(Foran likit, Abott Laboratories, ingiltere) ve %1
oraninda oksijen ile inhalasyon anestezisi saglandi.

albimin (2.1 g/dl) degeri dusik olarak 6lgulda.
Ayrica hastanin feline infeksiy6z peritonitis (FIP),
feline immun yetmezligi virusu (FIV), feline |6semi
viris (FeLV) yoniinden negatif oldugu belirlendi.
Transabdominal ultrasonografide; sag ve sol kornu
uterilerde oOlgulebilen en yuksek ¢aplar sirasiyla 83.2
mm ve 73.3 mm olarak saptandi (Sekil 2).

sekil 1. Pyomtra nedeniyle asir genislemis abdomen
goruntisu.

Operasyon sirasinda olusabilecek yan etkilerden
(hipovolemik sok vs.) korunmak igin izotonik serum
inflizyonu vyapildi. Asiri abdominal genislemeye
sahip bu kedide, aorta abdominalise basin¢ sonucu
dolasimin engellenmesinin 6niine gegmek amaciyla,
kedi hafif yan yatirilarak gébek deliginin gerisinden
median enzisyon uygulandi. Asiri gergin uterusa
zarar vermemek icin kas dokusuna atilan iki tespit
dikisi arasindan enzisyon yapilarak, oluklu sonra
esliginde laparotomi uygulandi. Ovariohisterektomi
sonrasinda kornu uterilerin ve tim periton
ylzeyinde, basing atrofisi nedeniyle oldugu
duslintlen, difuz dagilimh, yag benzeri olusumlar
gozlendi (Sekil 3A,3B). Tum dikisler ve ligatirler igin
monoflament iplik (Monocryl No:2/0, Medeks,
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Tirkiye) kullanildi. Ovaryumlar ve uterus 2.4 kg
olarak  Olglldi. Operasyon sonunda uterus
iceriginden oOrnek alinarak etken izolasyonu ve
antibiyogram  icin  I.U.  Veteriner  Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ~ Anabilim  Dali  Laboratuvari’'na
gonderildi. Postoperatif destekleyici tedavi olarak
hastaya damar ici yolla 40 ml/kg dozunda %0.9 NacCl
izotonik serum (l.E. Ulagay, Tirkiye), kas ici 40

mcg/kg dozunda B12 vitamini (Dodeks, Deva,
Turkiye), kas ici 4 mg/kg dozunda ranitidin (Ulcuran,
Abfar, Turkiye), kas i¢ci 20 mg/kg dozunda
ampisilin/sulbaktam (Sulcid, i.E. Ulagay, Tirkiye),
deri alti 5 mg/kg dozunda enroflaksasin (Baytril-K
%5, Bayer, Almanya), 10 gin sireyle uygulandi.
Operasyon sonrasi 10.giinde dikisleri alinan
hastanin genel durumunun iyi oldugu bildirildi.

Sekil 4A. Mannheimia haemolytica susu, B. Mannheimia haemolytica’nin mikroskop gériintlsu.

Uterus iceriginden %7 koyun kanli Agar
(CM271- Oxoid) ve Mac Conkey Agar’a (CM0109-
Oxoid) ekim vyapildi. Agarlar aerobik ve
mikroaerofilik sartlarda 37°C'de 24 saat sireyle
inkibe edildi. Kanli agarlarda hemoliz pozitif, s tipi
koloniler (redi. Mac Conkey Agarda ise lreme
olmadi. Ureyen kolonilerden yapilan Gram boyama
sonucunda Gram negatif basiller gorildi. Standart
metodlarla oksidaz, katalaz, indol ve Mc Conkey
agarda lreme gibi dzellikleri incelenerek ve APi 20
NE (bioMerieux) kullanilarak yapilan identifikasyon
sonucunda izolatin Mannheimia haemolytica oldugu
belirlendi (Sekil 4A, 4B). izolatin antibiyotik
duyarhliklarinin belirlenmesi, Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLsl)
standartlarina gore Kirby-Bauer disk diftizyon
yontemi kullanilarak yapildi (CLSI 2006). Bunun

sonucunda izolatin amoksisilin,
amoksisilin/klavulanikasid, ampisilin/sulbaktam,
enrofloksasin, eritromisin, gentamisin,
kloramfenikol, meropenem, sefaleksin,
sefaperazon, sefepim, seftiofur, seftriakson,

siprofloksasin, streptomisin, tetrasiklin ve
trimetoprim/ slilfametoksazol antibiyotiklerine karsi
duyarl oldugu belirlendi. Aztreonam, sefpodoksim,
sefoksim/klavulonikasit, seftazidin/klavulonikasit ve
seftazidim antibiyotiklerine karsi ise direncli oldugu
saptandi.
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Bu olgu sunumunda CEH-P’nin 8 yasinda,
kisirlagtiriilmamis disi bir kedide gorilmesi hastaligin
gorilme yasi agisindan literatlr bilgi ile uyumludur.
Anamnezde kontraseptif kullanimi bulunmamasina
karsin orta yastaki kedilerde de pyometra
sekillendigi  bilinmektedir (Lucas, 2000). Asiri
genislemis abdomenin muayenesinde; ascites,
gebelik, pyometra, uterus patolojilerinin ayirici
tanisinin  konulmasi amaciyla radyografi yerine
ultrasonografi  gibi  diagnostik ~ goriintileme
tekniginin arastirmacilar tarafindan tercih edilmesi
sunulan vakadaki teshis metodunu destekler
niteliktedir (Hagman, 2017). Operatif miidahale
sirasinda, ensizyon oOncesi pyometra nedeniyle
abdomendeki asin gerginlige ve ligatir islemi
esnasinda uterusun gevrek olusuna dikkat edilerek
ovariohisterektomi uygulanmasi Hollinshead ve
Krekeler (2016) ile uyumludur. Arastirmacilarla
uyumlu olarak (Agudelo, 2005; Sapierzynski ve ark,
2009), sunulan vakada kedilerde nadiren gorilen
poliliri.  ve  polidipsi  gibi  Uriner  sistem
semptomlarinin  sekillenmesine, lipopolisakkarit
yapisinda hiicre duvarina (endotoksin) sahip gram (-
) bakterilerden olan Mannheimia haemoltica’nin
neden oldugu dislnilmektedir. Yapilan literatir
taramasi neticesinde Mannheimia haemoltica’nin
sigirlarda nekrotik pneumoninin ve
pleuropneumoninin en blyilk sebebi (Singh ve ark.,
2011) olmasi, sigirlarin ve koyunlarin yani sira kedi
ve kopeklerin oral kavitesinde, nazofarenksinde ve
tonsillerinde dogal olarak bulunan firsatgl bir
patojen (Machino ve ark., 2011), ayrica koyunlarda
meme i¢i yangisal enfeksiyona neden olan dnemli
bir bakteri (Omaleki ve ark., 2011) olmasi, bu
bakterinin genellikle respiratorik sistem ve meme
Gzerine etkili oldugunu gostermektedir. Kedi ve
kopeklerdeki pyometra olgularinda Mannheimia
haemoltica’nin izole edildigine dair herhangi bir
literatlir bilgiye rastlamamis olmamiz, sunulan
vakanin orjinalligini destekler niteliktedir.

Sonug olarak, sunulan vakada Mannheimia
haemoltica’nin kedilerde pyometra olgularinda izole
edilebilecegi ve saglikhi bir kedinin canl agirligina
yakin boyutlara  kadar  ulasabilen  uterus
goriantusinin sekillenebilecegi vurgulanmaktadir.
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5- Makale yayina kabul edildigi takdirde her tirli yayin hakkinin devredildigine dair beyanlari
kapsayan Telif Hakki Devir Sozlesmesinin tim vyazarlar tarafindan imzalanarak basimdan once
elektronik olarak dergi editorligiine gonderilmesi gerekmektedir. Telif Hakki Devir Soézlesmesi
gonderilmeyen makaleler yayimlamaya kabul edilmis olsalar bile basiimazlar.

6- Harran Universitesi Veteriner Fakdltesi Dergisi'ne gdnderilecek makale, olgu sunumu, derleme vb.
c¢alismalar harranvet@gmail.com e-posta adresine gonderildiginde degerlendirme siirecine

alinmaktadir.
YAZIM KURALLARI

Yazilar, MS Word formatinda, Times New Roman yazl tipinde, 12 punto, ¢ift satir aralikli ve her
kenardan 2.5 cm bosluk birakilarak hazirlanmalhdir. Bu sekildeki yazilar, sekil ve tablolar dahil olmak
Uzere orijinal bilimsel arastirmalar ve derlemelerde 15, kisa bilimsel makale ve olgu sunumlarinda 5
sayfayl gegmemelidir.

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

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

YAZIM DUZENi

Ozet: Orijinal arastirma makalelerinde 250, diger makale tiirlerinde 200 kelimeyi gecmeyecek sekilde
hazirlanmalidir.
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Anahtar Kelimeler: En fazla 6 tane olmak Uzere her iki dildeki 6zetin altinda verilmelidir. Anahtar
kelimeler, Tirkiye Bilim Terimleri arasindan secilmelidir. Anahtar kelimelerin seciminde Turkiye Bilim
Terimleri internet adresinden (http://www.bilimterimleri.com) yararlaniimalidir.

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

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

Bulgular: Arastirma bulgulari acik ve anlasilabilir sekilde verilmelidir. Bulgular, gerektiginde tablo ve
sekillerle desteklenerek kisa olarak sunulmalidir.

Tartisma ve Sonug: Bulgular gereksiz ayrintiya girmeden literatiirler 1siginda tartisilmali ve bulgularin
onemi vurgulanmalidir. Sonuc ya da dneri ciimlesi ile bitirilmelidir.

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

Derleme: Derginin yayin alanlarindaki konularda yenilikleri iceren, giincel kaynaklardan yararlanilarak
hazirlanmis makaleler olup, Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi’'nde degerlendirmeye
alinan ve yayinlanan derlemeler ¢agrili derlemelerden olusmaktadir. Derlemelerde; Ozet, Giris, Sonug
ve Kaynaklar bolimleri bulunmaldir.

Olgu Sunumu: Yazarlarin, karsilastiklari yeni veya ender gézlemlenen olgularin ele alindigi, bilimsel
degere sahip bilgileri iceren eserlerdir. En fazla 15 kaynak kullanilmali ve bu kaynaklarin glincel
olmasina 6zen gdsterilmelidir. Olgu sunumlar; Ozet, Giris, Olgu tanimi, Tartisma ve Sonug ile
Kaynaklar boélimlerinden olusmalidir.

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

Kaynaklar

Metin icinde atif yapilirken yazar veya yazarlarin soyadindan sonra parantez icinde kaynagin yayin yili
belirtiimelidir [Ornekler: Adams (1998) tarafindan; Wilkie ve Whittaker (1997) tarafindan; Doyle ve
ark. (2007) tarafindan... ]. Ciimlenin sonunda atif yapildiginda ise yazar ismi ve yayin yili parantez
icinde belirtilmelidir. [Ornekler: ... bildirilmistir (Adams, 1998); .... bildirilmistir (Wilkie ve Whittaker,
1997); ..... bildirilmistir (Doyle ve ark., 2007)]. Birden ¢ok kaynaga atif yapilmasi durumunda 6nce
alfabetik sonra kronolojik siralama yapilmalidir. [Ornekler: .... bildirilmistir (Adams, 1998; Adams,
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2008; Doyle ve ark., 2007; Wilkie ve Whittaker, 2006)]. Ayni yazarin ayni yil yayinlari s6z konusu ise
her biri “a” harfinden baslayarak kiiciik harflerle isaretlenmelidir. [Ornek: .... (Adams, 2005a; Adams,
2005b;...)].

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

Kaynak listesi agsagidaki sekilde hazirlanmalidir:

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

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

Kitaptan bir b6liim: Bernstein PS, Katz NB, 2001: The role of ocular radicals in age-related macular
degeneration. In “Environmental Stressor in Health and Disease”, Ed; Fuchs J and Packer L, Marcel
Dekker Inc., New York, USA.

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

Tez: Er A, 2009: Makrolid grubu antibiyotiklerin endotoksemide sitokin dizeylerine etkisi. Doktora
tezi, SU Saglk Bilimleri Enstitiisti, Konya.

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

Tablo ve Sekiller: Her bir tablo ve sekil ayri sayfalara yerlestirilmelidir. Kullanim sirasina goére
numaralandiriimali, kisa basliklarla ifade edilmeli ve metin iginde tablo numarasi verilerek atifta
bulunulmalidir. Tablo basliklari makalenin yazim dilinde tablonun (st bélimine yazilmalidir. Tabloda
kullanilan kisaltmalar ve gerekli agiklamalar tablo altinda verilmelidir. Sekil basliklari makalenin yazim
dilinde seklin alt bolimiine yazilmalidir. Elektronik posta ile gdnderilecek olan eserlerde yer alan tim
resimler en az 600 dpi ¢ozinurliikte, TIFF veya JPEG formatinda kaydedilmis olmalidir.

* Not: Dergimize makale gonderimi internet yoluyla harranvet@gmail.com e-posta adresi tizerinden

yapilmaktadir.
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INSTRUCTION for AUTHORS of JOURNAL of HARRAN UNIVERSITY FACULTY of VETERINARY
MEDICINE*

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

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

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

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

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

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

6- Submission to Harran University Journal of Faculty of Veterinary Medicine proceeds on-line
through Dergipark by using the e-mail address harranvet@gmail.com .

Preparation of Manuscript

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

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

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

Writing order:

Abstract: Abstracts should not exceed 250 words in original articles and 200 words in other kind of
articles.

Keywords: Keywords should be 6 at maximum and written at the bottom of the summaries in both
languages. Keywords should be chosen from Turkish Scientific Terms. These terms can be obtained
from internet address of Turkish Scientific Terms (http://www.bilimterimleri.com).
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Introduction: This section should supply pertinent background information for understanding and
interpretation of the results the hypothesis and the aim of the study should be clearly given at the
end of this section.

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

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

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

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

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

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

References

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

Web address should be referenced as anonym. For example Anonym 2010. Only official web pages
should be used

The list of references should be prepared as follows:

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

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

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

Web page: Anonym 2010. http://www.emea.europa.eu/ Accession date; 01.04.2010.

Bozkaya F, 2011: Biotechnology and Genetical Engineering. http://www.emea.europa.eu/ Erisim
tarihi; 01.04.2011.



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

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

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

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

*: Submission to Harran University Journal of Faculty of Veterinary Medicine proceeds on-line
through the e-mail address harranvet@gmail.com.
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HARRAN UNIVERSITESI VETERINER FAKULTESI DERGISI

TELIF HAKKI DEVIR FORMU

Harran Universitesi

Veteriner Fakiiltesi Dergisi Editorliigiine

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

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

Bununla birlikte yazarlarin asagidaki haklari sakhdir:

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

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

3. Makaleyi ticari amaclarla kullanmamak kosulu ile cogaltma hakki.

Yazarin Adi ve Soyadi Tarih imza

Sorumlu yazarin adi/yazisma adresi:

Telefon: ..occcvviecieeeeeeceeee, FaX: vovioieeeiiiee e e E-mail: .o @i,

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

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi Yayin Kurulu 63200 Sanhurfa
Tel: 0414 318 39 24, E-mail: harranvet@gmail.com
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