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Summary: The aim of this study was to evaluate the sedative-anesthetic effects of detomidine (D) 30 pg/kg, intramus-
cular (IM), butorphanol (B) 0.2 mg/kg IM and ketamine (K) 5 mg/kg, IM combination in sheep. Five female and nine
male healthy (1-2 years old) Akkaraman sheep were used as animal material. Detomidine and butorphanol were used
to produce sedation. Ten minutes later K was administrated for anaesthesia. The anaesthetic effect of the drugs was
reserved by atipamezole (AT) 30 pg/kg, IM administration at 30 minutes after K injection. The sedative effects of DB
demerged in 3 minutes after injection and anaesthetic effects (by the lack of pain stimuli) were visible in 5 minutes after
K injection. Heart rate, body temperature and amplitude P values significantly decreased until the administration of AT.
Contrarily, respiratory rate, PR interval and R amplitude values increased during anesthesia. Partial venous oxygen
pressure (PO,) and Partial venous carbon dioxide pressure (PCO,) values decreased during anaesthesia. There were
no significant alterations seen for hematological parameters including hemoglobin (Hg), white blood cell (WBC), red
blood cell (RBC) and hematocrit (Ht) values in sheep. As a result, BDK anaesthetic combination depresses the cardi-
orespiratoric system but produces adequate sedation and anaesthesia for sheep. AT can be safely used for this anaes-
thetic combination in sheep.

Key words: Butorphanol, detomidine, ketamine, sheep

Koyunlarda Detomidin-Butarfanol-Ketamin ve Atipamezol’iin Klinik, Kardiyorespiratorik, Hematolojik
Parametreler Uzerine Etkileri

Ozet: Bu calismanin amaci koyunlarda detomidin (D) 30pg/kg, intramiiskiiler (IM), butarfanol (B) 0.2 mg/kg, IM ve
ketamin (K) 5 mg/kg, IM kombinasyonunun sedatif-anestezik etkilerinin degerlendirilmesidir. Bes disi ve dokuz erkek (1
-2 yasl) Akkaraman koyunu galisma materyali olarak kullanildi. Detomidin ve butarfanoliin sedasyon igin enjeksiyonun-
dan 10 dakika sonra ketamin anestezi amaci ile uygulandi. Uygulanan anesteziden 30 dakika sonunda atipamezol (AT)
30ug/kg IM uygulanarak kullanilan anaestezik ilaclarin etkileri takip edildi. DB'Un sedatif etkisi enjeksiyonu takiben lg¢
dakika sonra ve anestezik etki (agri uyaranlarina tepki kaybi) K enjeksiyonundan bes dakika sonra gorildi. Kalp atimi,
vicut 1sisi ve P amplitit degerlerinde AT enjesinonu kadar énemli degisimler tespit edildi. Solunum sayisinin aksine
PR araligi ve R amplittleri anestezi stirecince azalma gosterdi. Parsiyel vendz oksijen basinci (PO;) ve parsiyel ventz
karbondioksit basinci (PCO,) degerleri anestezi siiresince azalig gosterdi. Hemoglobin (Hg), |6kosit (WBC), eritrosit
(RBC) ve hematokrit (Ht) degerlerini igeren hematolojik parametrelerde 6nemli deg@isim goriilmedi. Sonug olarak, BDK
anestezi kombinasyonunun kardiyorespiratorik sistemi baskiladigi fakat koyunlar igin yeterli derecede sedasyon ve
anestezi sagladigl géruldu. AT'Gn koyunlarda bu anestezi kombinasyonu igin glvenli bir sekilde kullanilabilecegi tespit
edildi.

Anahtar kelimeler: Butarfanol, detomidin, ketamine, koyun

Introduction (7,13). The use of ideal anaesthetic to reduce pain
and limit suffering in animals is very important in vet-

Different alpha-2 adrenoreceptor agonists (xylazine, erinary practice (2,12).

detomidine, medetomidine, romifidine) are used for

sedation and anaesthesia in animals. They have an- Detomidine (D) is a selective alpha-2 adrenoreceptor

algesic, sedative and muscle relaxion properties agonist that produces reliable sedation and analgesia

(19). It is a potent alpha-2 adrenoreceptor agonist,
has approximately 10 times the binding selectivity of
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xylazine for alpha-2 receptors (3,11). It provides light
to heavy sedation according to the dose administra-
tion. Use of this agent alone provides adequate seda-
tion for premedication prior to general anaesthesia in
sheep (8).

Butorphanol (B) is a synthetically opioid agonist-
antagonist analgesic agent. It has minimal effects on
the cardiopulmonary system in sheep (28). It per-
forms its agonistic by inducing kappa receptors and
antagonistic effects on mu receptors, which are re-
sponsible for opioid-induced respiratory depression

(6).

Ketamine (K) is a dissociative anaesthetic which can
be used intravenous (IV) or intramuscularly (IM) for
induction of general anaesthesia (7,9). Use of K may
result in muscle hypertonus, early and frequent spon-
taneous movement and convulsions. Therefore, it is
usually necessary to administer other anaesthetic
agents such as phenothiazine, or alpha-2 adrenore-
ceptor agonists (xylazine, detomidine or medetomi-
dine) (2,7,9).

Atipamezole (AT) is a selective alpha-2 adrenoceptor
antagonist. It has reversible effects on the cardiovas-
culary system and sedative effects of alpha-2 ago-
nists (1,26).

In sheep various anaesthetic drugs are used alone or
in combination for major surgery or prolonged diag-
nostic procedure including alpha-2 agonists, thiopen-
tal, K and tiletamine-zolazepam. Xylazine, D and
medetomidine provide light to heavy sedation accord-
ing to the dose rate administrated. Use of these
agents alone provides satisfactory sedation for re-
straint or premedication in sheep (8,11,12). Major
surgery and prolonged diagnostic procedure in sheep
is best performed under general anaesthesia. But
general anaesthesia or heavy sedation can be com-
plicated and life threatening for sheep. Sheep have
four stomach configuration and the digestive process
can be compromised when these animals are placed
in either lateral or dorsal recumbency (8). The most
important problem and disadvantage of general an-
aesthesia in sheep is hypoxaemia (8,13,15,23).

To our knowledge the Detomidine-Butarphanol-
Ketamine (DBK) combination as an anaesthetic mix-
ture has not been established in sheep. Therefore,
the aim of the study were investigate the clinical and
cardiorespiratory effects of DBK anaesthesia combi-
nation and to evaluate the effectiveness of AT to re-
serve DBK induced anaesthesia in sheep.

Material and Methods

This study was approved by the Animal Ethics Com-
mittee of the University of Kafkas (04/04). Fourteen
healthy Akkaraman sheep (5 female and 9 male, 1-2
years old) weighing 50-70 kg (mean 59 kg) were
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used as an animal material. They were housed in a
sheep farm and kept under standard management
condition with free access to feed and water. Antipar-
asitic drug (Albendozole, 10 mg/kg, intraoral, Vet A,
Turkey) were given two weeks before the study. The
animals were kept off feed a day and 12 h water prior
the study. The left side of neck and pectoral regions
were shaved and prepared for placement of catheters
and electrodes.

Injectable combination of D (Domesedan, 10 mg/ml,
Orion Corporation, Orion Pharma, Espoo site Ori-
onintie 1, FIN-02200 Espoo, Finland, 30 pg/kg, IM)
and B 0.2 mg/kg (Torbugesic, 10 mg/ml; Forte Dodge
Animal Health, Southamtom, UK) were used to pro-
duce sedation. The drugs were diluted in 1 ml of
0.9% NaCl solution to ease the handling of small
volumes and this volume injected by IM. After 10 min,
K 5 mg/kg (Ketalar, 50 mg/kg ml; Eczacibasi, Istan-
bul, Turkey) was injected by IM. Thirty minutes later
AT 30 ug/kg (Antisedan, Farmos Group, Turku, Fin-
land in 1 ml 0.9% NaCl solution, IM) were prepared
and injected in all sheep.

The following parameters were measured before and
10 min after pre-medication with D and B; 10, 20 and
30 min after injection of K during anaesthesia, and at
10 min following administration of AT. Heart rate (HR,
beats/per min), respiratory rate (RR, breaths/per min)
electrocardiograms (ECGs) obtained from extremity
derivations and body temperature (BT) were meas-
ured at the above-mentioned time-intervals. The
ECGs were recorded by a direct writing electrocardio-
graph (Logos 8821; Logos Medical Co. Ltd, Tokyo,
Japan). All ECGs were standardized at 1 mV=10 mm,
with chart speed of 50 mm/s. Leads |, Il, lll, aVR,
aVL, aVF were determined. The duration and ampli-
tude of waves on the trace were measured in lead II.

Ten millilitres of blood samples were collected from
the left jugular vein. Hematologic analysis consisted
of counting the number of WBC and RBC, packed
cell volume (PCV) and measurement of Hg concen-
tration. Venous blood gas analyses were also per-
formed to determine the alterations at the level of PH,
PO,, HCO3; and PCO, by using Rapidlab 248 (Chiron
Diagnostics, USA) device analyser.

The recovery time of the sheep was determined as
being when the animal regained all motor and senso-
ry functions and, the time (min) until the animals
spontaneously regained their feet (on-feet), standing
and starting walking consciously after anaesthesia.
Therefore, the effects of AT were evaluated by re-
cording the time from injection until the animals were
on feet, the time elapsing until resedation occurred.
Resedation was evaluated in a more subjective man-
ner by observing signs such as reduced alertness,
head dropping or recumbency. Resedation was con-
sidered to have ended when the sheep became alert,
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Gultekin ATALAN

Table 1. Evaluation of sedation-anaestheasia quality for sheep anaesthetized by detomidine, butorphanol and ketamine com-

bination and alteration following atipamezole administration

Sheep no 0 min Pre An An An AT Recovery
10. (min) 10. (min) 20. (min) 30. (min) 10. (min) Time (min)
1 0 ++ ++ +++ + 0 10
2 0 ++ +++ +++ ++ 0 13
3 0 + +++ +++ + 0 14
4 0 ++ +++ +++ + 0 10
5 0 ++ +++ +++ + 0 15
6 0 + +++ +++ ++ 0 18
7 0 ++ +++ +++ + 0 21
8 0 ++ +++ +++ + 0 12
9 0 + +++ +++ ++ 0 12
10 0 ++ ++ +++ + 0 10
11 0 + +++ +++ + 0 14
12 0 ++ +++ +++ + 0 12
13 0 ++ +++ +++ ++ 0 13
14 0 ++ +++ +++ + 0 12

Min: minute, Pre: premedication, An: Anesthesia, 0: baseline value, 0: Normal conscious position. All reflexes available, +:
Partly response to needle prick stimuli and hardly responsive to environmental stimuli. Dilated pupilla, availability of palpebral
and pedal reflexes responsive to eye and ear stimulus unable to stand up and tend to stay in lateral recumbency, ++: Limited
palpebral and pedal reflexes, hardly has foot withdrawal response against needle prick, recumbent and unable to lift their
heads (down), +++: No response to any pain reflexes, satisfactory muscle relaxation, deep general anaesthesia, no sign of

reflexes.

responding normally on being approached and han-
dled. Motor functions were tested as an apparent
response to needle prick to legs and to various areas
of abdominal area, a complete ability of hold its head
in normal, resistance of the head and the neck by
palpation against pulling and to attempt to from the
table. Sensory functions were examined as response
palpebral and corneal reflexes and as respond to
sound.

The sedative and anesthetic effects of the drugs were
assessed according to following criteria. Muscle re-
laxation was defined as the condition of no pedal
reflex and head control.

Data were statistically evaluated by means of de-
scriptive statistics and repeated measure ANOVA
with the Bonferroni correction for multiple compari-
sons using MINITAB statistical program (Version 12.0
Minitab Inc., State College, PA, USA). Data are pre-
sented as Mean + Std.Error. Measurements were
compared with baseline values (time=0)

Results

The sedative and anaesthetic effects after drug ad-
ministration are summarized in Table 1. The DBK
drug combination used produced a satisfactory seda-
tion and anaesthesia for the all sheep. The sedative
effect of the DB appeared within 3 minutes and the
anaesthetic effect started within 5 to 8 minutes after
K administration as indicated by lack of pain stimuli
and no reflexes. Profound anaesthesia was deter-
mined between 10 and 20 min after K administration
but decreased at 30 min. All sheep recovered suc-
cessfully.

The injection of AT effectively reversed the sedative
effects of D, with the sheep regaining their feet after
4.8 min. All animals showed excitement after the in-
jection of the antagonist, the animals being over-alert,
nervous and exhibiting muscle tremor. No relapse
into sedation was observed. The effect of AT on re-
covery was observed within 2 to 6 min (mean 4.8
min) after AT administration. There were full respons-
es for motoric and sensoric functions at 10 min after
AT injection.

Alterations in HR, RR and BT are summarized in
Table 2. Mean heart rate decreased after premedica-
tion until the administration of AT (P<0.05), but in-
creased following the AT injection. RR increased
throughout the anaesthesia and after AT injection.
There were no statistically differences seen between
RR values during anaesthesia. Body temperature
declined significantly (P<0.05) gradually throughout
the anaesthesia from 39.5 to 38.7, which was still low
10 min after AT injection.

ECG values are summarized in Table 3. Amplitude of
P values decreased at 30 minutes after K anaesthe-
sia but returned its baseline value after 10 min of AT
injection. PR value and R amplitude increased gradu-
ally during anaesthesia but decreased after the ad-
ministration of AT. Q-T value gradually increased at
10 min after DB, at 10, 20 after K administration
(P<0.05) and having the highest value at 30 minute of
anaesthesia and, the increasing was significant after
10 min of AT injection. T amplitude increased signifi-
cantly at 10 min after DB injection (P<0.05). But re-
turned to approximate values of baseline during the
anaesthesia.
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Table 2. Mean heart and respiratory rates and body temperature (mean+SE) for fourteen sheep anaesthetized with detomidine
(30 pg/kg) butorpanol (0.2 mg/kg) and ketamine (5 mg/kg) combinations and reversal by atipamezole (30ug/kg)

Parameters Time (Min) HR (beats/min) RR (beats/min) BT (C°)
Baseline value 0 94.1142.13 39.78+2.79 39.5340.09
Premedication 10 60.22+4.71* 50.67+7.18 39.2940.09
Anaesthesia 10 64.4414.24* 50.0+£7.22 38.96+0.06"
20 68.22+2.67* 42.89+4.51 38.91+0.16°
30 66.00+2.0* 41.11+£3.45 38.71+0.17
Post-atipamezole 10 89.56+1.84 43.11+2.98 38.66+0.15

": Significantly (P<0.05) different

The blood gas and haemodynamic parameters are
summarized in Table 4. pH value decreased slightly
at 10 min after DB and K injection but was not signifi-
cant. PCO; value increased significantly after DB and
K injection during the anaesthesia but turned to de-
crease after AT administration. PO, value decreased

significantly during the anaesthesia but was in-
creased at 10 min after AT injection. The values of
HCO3, CtCO, and PCO; increased significantly dur-
ing anaesthesia and even after AT injection. There
were no significant differences for Hg, WBC, RBC,
PVC and Ht values compared to their baseline values

Table 3. Alterations in ecocardiographic parameters(meantSE) for fourteen sheep anaesthetised with detomidine, butor-
phanol and ketamine combinaiton and reversed by atipamezole injection

Parameters  Time P-time P ampli- PR inter- QRS R ampli- QT ampli- T ampli- ST
(Min) tude val time tude tude tude time
Baseline 0 0.03 0.04 0.08 0.04 0.16 0.22 0.20 0.18
value +0.004 +0.006 +0.004 +0.00 +0.030 +0.005 +0.058 +0.010
Premedica- 10 0.03 0.05 0.14 0.06 0.24 026 0.40 0.20
tion +0.004 +0.008 +0.004 +0.004 +0.007 +0.005 +0.079 +0.006
Anaesthesia 10 0.03 0.05 0.14 0.05 0.24 026 0.32 0.21
+0.005 +0.009 +0.006 +0.006 +0.007 +0.005 +0.011 +0.003
20 0.03 0.03 0.14 0.06 0.26 0.28 0.40 023
+0.005 +0.004 +0.007 +0.006 +0.015 +0.008 +0.012 +0.003
30 0.02 0.01 013 0.05 0.22 030 0.26 027
+0.004 +0.003 +0.001 +0.003 +0.012 +0.008 +0.037 +0.003
Post-At 10 0.03 0.04 012 0.05 0.18 027 022 0.21
+0.004 +0.01 +0.005 +0.003 +0.022 +0.005 +0.072 +0.004

": Significantly (P<0.05) different.

Table 4. Alterations in blood gase and heametalogic parameters (meantSE) for fourteen sheep anaesthetised with detomi-
dine, butorphanol and ketamine combinaiton and reversed by atipamezole injection

Parame- Time pH PCO, PO, HCO; BE ctCO, Hg WBC RBC PCV
ters (Min) act (ecf)

Baseline 0 7.40 34.9 44.6 20.0 -4.31 20.9 9.4 7.67 11542 30.56

value +0.08  +1.18 +1.19 045 +0.31 +0.54 +0.12 +0.81 +855.29 +0.33

Premedica- 10 7.39 395 318 224 -1.88 236 83 881 11133 31.33

tion +0.08  +1.05 +1.51 +0.34 +0.31 +0.36 +0.16 +0.67  +138.69 +0.37

Anaesthe- 10 7.36 426 321 229 -1.79 23.8 87 1251 10611 30.89

sia £0.07  #1.32 #1.96  +0.58 +0.59 +0.66 +0.14 #0.29  #139.63 +0.92

20 7.40 39.1 357 233 -1.37 24.0 9.4 6.44 13011~ 30.33

+0.07  +1.37 +240  0.70 +0.74 +0.81 +0.01 +0.17  +484.50 +0.33

30 7.40 403 375 242 058 257 9.5 10.83 12550 ~ 30.33

+0.01 +0.93 +1.91 +0.60 +0.85 +0.78 +0.10 +0.91 +529.74 +0.33

Post-At 10 7.40 37.6 39.9 229 -0.90 23.6 9.3 9.2 11991 30.22

+0.01 +1.45 +1.52  +0.78 +1.00 +1.01 +0.53 +0.93  +996.02 10.22

": Significantly (P<0.05) different
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in spite of some degree of alterations between the
anaesthesia intervals.

Discussion and Conclusion

After premedication partly reflex (+) in four sheep,
limited reflex (++) in 10 sheep were recorded. At 10,
20.minutes of anaesthesia deep general anaesthesia
was seen in all sheep. At 30.minute of anaesthesia
partly reflex (+) in 10 sheep, limited reflex (++) in 4
sheep were recorded. From these, DBK anaesthetic
combination can be used ideally in short-term anaes-
thesia for sheep. There was a smooth muscle tone
for operative intervention (6,11,14).

A decrease in HR was recorded for all sheep during
anaesthesia following administration of D which was
significant at 10 min measurement. The bradycardic
effects of alpha-2 agonist attributed to decreased
sympathetic outflow from CNS, decreased catechola-
mine release in heart and increased vagal activity,
which is a characteristic response to alpha-2 agonist
(4,27). Decreasing in HR value consisted significantly
after injection of K but was higher compared to the
values determined at 10 min after premedication.
Ketamine is a cardio stimulatory agent in sheep. This
effect of K induces cardiovasculary alteration by stim-
ulating catecholamines due to depression of barore-
ceptors. After that catecholamines direct effects CNS
(10). In this study D and K injection to sheep at a
dose concentration of 30 pg/kg, 5 mg/kg resulted in a
decreased HR value which was attributed to the de-
pression effects on catecholamine releasing.

The tachycardia reported after K appears to be relat-
ed to direct CNS stimulation causing a combination of
sympathomimetic and parasympatholytic effect (24).
In our study, there was no tachycardiac effect after K
administration; this was attributed to the significant
effect of D.

A mean of 1.6 °C decrease in body temperature was
noted during the present study even after the de-
crease was significant at 10 min following AT injec-
tion. This is abolishing of body temperature during
the general anaesthesia. Decreasing in body temper-
ature should be taken into consideration particularly
for the long duration of anaesthesia. Furthermore,
heat loss may also be promoted by heat exchange
with the environment. Khan et al. (14) compared to
sedative and analgesic effects of xylazine and
detomidine in small ruminants and found a decrease
for HR and BT values during anaesthesia.

A significant increase in RR occurred immediately
after D and K injection but started to decrease to the
later stage of anaesthesia in the present study. It has
been reported previously in the sheep that butor-
phanol alone does not produce significant cardiopul-
monary effects at the dosage of 0.5 mg/kg (21).

Gultekin ATALAN

Respiratory rate decreased when K was administered
in sheep (25) but in our study RR increased unlike
the quoted study. D induced hypoxemia and the re-
sultant tachypnea in sheep has been well document-
ed (8). It is believed that this is due to alpha-2 adre-
noreceptor mediated contraction of the airway or a
reduction in pulmonary blood flow (16,20). However,
absence of any change in RR after D, B and K ad-
ministration at 10 min of anaesthesia suggests that D
and B induced hypoxemia and subsequent tachyp-
nea might have played a role in the increase in RR
during DBK anaesthesia in our study. Moreover, a
transient increase in respiratory rate was accompa-
nied by a sustained increase in PCO,. However, 10
min of anaesthesia PCO, decrased and PH and PO,
values increased depending on RR. Interestingly,
sheep anesthetized with DBK had a significantly low-
er PO, than sheep anesthetized with propofol (17).
Several studies have indicated that hypoxemia is a
characteristic response to the administration of an
alpha-2 adrenoceptor mediated, because it could be
prevented or reversed by alpha-2 antagonist.

There were no significant structural alterations in
ECG parameters, but some parameters changed
compared to baseline value. ECG parameters partic-
ularly returned to baseline values after AT administra-
tion. The alterations were particularly detected at P
amplitude. Decreasing in P amplitude due to anaes-
thesia is an indicator of declining in atrial activation.
Therefore, anaesthetic agents have effects on atrial
stimulation. Transmission time in AV node increased
due to anaesthesia but PR intervals extended, which
might be commented a temporary 1. degree of AV
bloc. Horse subjected to detomidine injection had I
degree of AV block (5). Differences obtained from
this study might be due to dose of drugs and different
animal species. Increase in QRS time after 10 min
and promotion in R amplitude after 20 min was con-
sidered to be due to a decrease in ventricular depo-
larization.

Recently the alpha-2 adrenoceptor antagonist
(Atipamezole, yohimbine, talozoline) are widely used
in veterinary practice. Atipamezole effectively anto-
gised the depressant effect of alpha-2 agonists
(1,5,18). In this study following AT injection at 10 min
HR and RR values significantly increased. A de-
crease in PCO, and increase in PO, values also sup-
ported the effect of AT. AT reduced the elimination
half-life of D in sheep (6). Similar effect of AT have
also been reported in dogs, 30 min after D resulting
in an increased clearance of D (23). The effect of AT
was rapid and persistent. No relapse into sedation
was observed, in contrast to the resedation observed
previously in reinder and dairy calves (8).

The blood gas analysis is the standart method for
obtaining the alteration of blood values during ana-
esthesia (22). In the current study the significant alte-
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rations were recorded for PCO,, PO,, HCO3, BE (ecf)
and CtCO; values during anaesthesia. The increase
of PCO, attribute to decreasing in PH and BE (ecf)
values. The decrease in BE (ecf) value indicates the
accompanying of a mild metabolic acidosis (16). At
the same time HCO3;, BE(ecf) and CtCO; values inc-
reased. PH value decreased at 10 min but there was
no statistically difference recorded. The alteration of
PCO; increased BE (ecf), HCO3; and CtCO, values.
Decreased cardiac output, hypotension and inade-
quate tissue perfusion caused by the cardiovasculary
depression may cause metabolic acidosis (2). The
alteration in blood gas parameters, values of WBC,
RBC, Hg, PVC and clinical findings related effects of
anaesthetic agents. At the same time using of anaes-
thetic agents can cause respiratory acidosis (10).
Therefore increase of PCO,, decrease of PO, and pH
values after premedication and 10 min of anaesthesia
supported a mild metabolic acidosis in the present
study.

The antagonistic effects of atipamezole on D induced
sedation have been reported in sheep previously
(11,14). In the present study, the sheeps were awake
completely within three to five minutes without any
side effects. The effect of AT observed in this study
for heart rate was in accordance with those of the
study reproted by Galatos (6).

In conclusion, DBK combination produced a profound
sedation and anaesthesia in sheep. The combination
appeared to be a reliable anaesthesia with no signifi-
cant adverse side-effects.
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Ozet: Civcivlerde asilama, adaptif immunitenin gelistiriimesini amaglar. Dalak, lenf diigiimii olmayan tavuklarda, adaptif
immunite agisindan oldukga 6nemli role sahiptir. Sunulan galismada, broyler civcivlerde dalagin gelisiminin, antijenle
uyariimis ve uyarilmamis gruplarda arastiriimasi amaclandi. Materyal olarak 225 adet Ross 308 ticari broyler civciv
kullanildi. Civcivler 1, 4, 7, 10, 14 glnlik olmak lzere her biri 45’er adet civciv igeren bes ana gruba ayrildi. Her grup
kendi icinde kontrol, lipopolisakkarit (LPS) ve PBS solusyonu uygulanan olmak uzere (g alt gruba ayrildi. Antijenik
uyarim LPS’nin intra-abdominal uygulamasi ile gergeklestirildi. Uygulamadan 1, 3, 6, 12 ve 24 saat sonra liger hayvan-
dan dalak érnegi alindi. Ornekler Giglii boyama, Gordon ve Sweet'in giimiisleme metodu ve orsein-Giemsa yéntemleriy-
le boyandi. Dalagin stroma ve parensim kisimlarinin gelisimi incelendi. Peri-ellipsoidal lenfoid doku (PEL) bdlgelerinin,
bir gunlik civcivlerde gelismemis oldugu gézlendi. PEL'de dort glinlik orneklerde tek tik lenfosit gorilirken, ancak
yedi glinden itibaren lenfosit kiimeleri ayirt edildi. Literatlirden farkl olarak, subcapsular lenfoid doku (SCL) alanlari
tespit edildi. Periarteriolar lymphoid tissue (PAL), perivenous lenfoid doku (PVL) ve SCL kisimlarinin lenfosit igerdikleri-
nin PEL’den daha yogun oldugu gorildid. Germinal merkez (GC) yapisinin bir giinlikten itibaren taslak halinde oldugu,
doérdiinct gunden itibaren retikulum iplikleri ile sinirlandirildidi ve iki haftanin sonunda gelisimini tamamladig belirlendi.
GC'nin de daladin beyaz pulpasina ait sabit bir yapi oldugu disiintildi. Granulopoezis en yogun olarak bir gtinlik civ-
civlerde belirlendi. Antijenik uyarim yapilan ve yapilmayan 6rneklerde, beyaz ve kirmizi pulpa agisindan histolojik bir
farklilik gézlenmedi. Arastirma sonunda, broyler dalaginda adaptif immunitede gorev alan kisimlarin, iki haftadan 6nce
histolojik gelisimini tamamlamamis oldugu tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Broyler civciv, dalak gelisimi, kulugka sonrasi

The Histological Development of the Spleen in Broiler Chicks Treated with and without Lipopolysaccaride
in the First Two Weeks of the Post-Hatch Period

Summary: The vaccination procedure for chicks aims to develop adaptive immunity. The spleen has an important role
in adaptive immunity in chickens without lymph nodes. It was aimed to investigate the development of spleen tissue in
broiler chicks in antigen-stimulated and non-stimulated groups. A total of 225 Ross-308 commercial broiler chicks were
used. The chicks were divided into five main groups (age: 1, 4, 7, 10 and 14 days), each containing 45 chicks. Each
group was divided into three subgroups which included control, phosphate buffered saline (PBS) and lipopolysaccha-
ride (LPS)-injected. Antigenic stimulation was carried out through the intra-abdominal administration of LPS. Spleen
samples were collected separately at 1, 3, 6, 12, and 24h after injections. Tissue sections were stained using triple
staining, Gordon and Sweet’s silver staining and orcein—Giemsa methods. The development of the stroma and paren-
chyma of the spleen was studied. It was seen that the peri-ellipsoidal lymphoid tissue (PEL) regions were not devel-
oped in one-day-old chicks. In PEL, only a few lymphocytes were observed in four-day-old samples, but lymphocyte
clusters were distinguished in seven days old samples. Subcapsular lymphoid tissue (SCL) focuses were detected,
unlike those found in the literature. Periarteriolar lymphoid tissue (PAL), perivenous lymphoid tissue (PVL) and SCL
had more lymphocyte than PEL. The germinal center (GC) was found to be in draft form beginning from the first day, to
be restricted by reticular fibers from the fourth day, and to be completed at the end of two weeks. GC was also thought
to be a constant structure of white pulp of the spleen. Granulopoiesis was found most severe in one-day-old chicks. No
histological difference was observed between the white and red pulp areas with and without antigenic stimulation. At
the end of the research, it was seen that the parts involved in adaptive immunization sites did not complete histological
maturation in the spleen of broiler chicks before the age of two weeks.

Key words: Broiler chick, post-hatch, spleen development
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ik isi Adnan Mend Universitesi Bilimsel A Kanatl tarlerinin bir gogunda lenf diguma bulunma-
isim yazarin, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma digindan dalak sekonder lenfoid organ olarak énemli

Projeleri Birimi tarafindan, VTF-14020 numarali proje ile desteklen- . ... . . .

mis olan Yiksek Lisans Tezinin bir kismindan hazirlanmistir. bir yere sahiptir. Dalak, kulugka déneminde lenfoid ve
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non-lenfoid hiicreler arasindaki etkilesim icin vazge-
cilmez bir mikrogevre saglayan sekonder lenfoid or-
gan olarak gelismeye baslar (31). Kulugkadan sonra-
ki ilk alti hafta boyunca hizl bir sekilde buyir ve 10.
haftada maksimum buyuklige ulasir (18,28).

Dalak parensimi, beyaz pulpa ve kirmizi pulpadan
olusmaktadir (9). Dalak, kanatlilarda histolojik yapi
bakimindan memelilerden farkh Ozelliklere sahiptir.
Kollagen ve retikuler iplik iceren ince bir kapsile sa-
hip olan kanath dalaginda (28) belirgin trabekdl yapisi
g6zlenmezken (1,9), kirmizi pulpa orani daha azdir
(14), marjinal zone bulunmaz (25) ve kapali dolagsima
sahiptir (23). Ayrica lenfoid dokuda bulunan GC kap-
sulle sarili olup (28), koyu ve agik bdlgeler icermez
(34). Kanatlilarda dalak arterinin kollari, bagdokusu
¢cok az olan trabekulerde ilerler ve pulpaya girince
sentral arter olarak devam eder. Sentral arter, ince
kas tabakasi olan arteriyollere ayrilir, daha sonra
arteriyoller kas tabakas! bulunmayan penisillar kapil-
lar olarak dallanirlar. Penisillar kapillarlar venéz si-
nuslerle baglanti halindedir. Venéz sinusler toplayici
venlere agilir, devaminda trabekduler venler olugsur ve
vendz kan dalaktan ayrilir (28).

Tavuk dalaginda beyaz pulpa, arteriyol ¢cevresi len-
foid doku (periarterioler lymphoid tissue/PAL veya
peri-arteriyolar lymphoid sheath/ PALS), vena gevresi
lenfoid doku (perivenous lymphoid tissue /PVL), elip-
soid cevresi lenfoid doku (periellipsoidal lymphoid
tissue/PEL veya PELT) ve germinal merkez (germinal
center /GC) olmak Uzere dort farkli kisim tarafindan
olusturulur (24).

PAL, sentral arter ¢evresinde bulunur ve T lenfositler-
den olusan yogun bir katman ile az sayida B lenfosit-
lerden olusmustur (22,23,28). PAL’da interdigital
dendritik hucreler (interdigital dendtritic cells/IDC) T
hiicreleri arasinda dagilmiglardir ve KUL-01" MHC II*,
CD57 dirler (19).

Penisillar kapillarlar elipsoid yapisina katilirlar. Elip-
soid, endotel hucreleri kalin bir bazal membran Uzeri-
ne oturmus halde bulunan penisilar kapillarla birlikte
cevresindeki retikulum hcrelerinin yani elipsoid iligkili
hicrelerin (ellypsoid associated cells /EAC) olustur-
dudu yapi olarak tanimlanmaktadir (8,11,26). Elipsoid
ilk kez kanatli dalaginda Billroth tarafindan kesfedil-
mis ve Schweigger-Seidel, bu kismin filtre aparati
oldugundan bahsetmistir (8). Olah ve ark. (26) elip-
soid yerine Schweigger-Seidel Sheath tanimlamasi-
nin daha dogru olacagini ileri siirmektedirler. Elipsoi-
din hicreleri, dis taraftan kesintili bir kapstlle ¢evre-
lenmigtir, bu kisimda bagdoku elemanlarinin bulun-
dugu gdézlenmis ve bu kisma Schweigger-Seidel kap-
sulu (Capsule of Schweigger-Seidel/ CSS) adi veril-
mistir (8,23). PEL, elipsoid ¢evresi beyaz pulpa (peri-
ellipsoidal white pulp/PWP) olarak da tanimlanmakta-
dir (25,28). PEL, B lenfositlerden olusan yogun bir
katmandan olusur (20,22). PEL’in etrafinda makrofaj
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halkasi bulunur (12,19). Elipsoid iligkili makrofajlar T
bagiml bolgelere go¢ ederek, antijenleri T lenfositlere
sunarlar (13).

Tavuk dalaginda GC'lerin pulpa arterinin yakininda,
PAL'in bagladig yerde, pulpa arteri ile penisilar arte-
riyol arasinda, arterlerin ¢atallanma kisminda yerlesti-
gi bildirilmistir (7,28). Ogata ve ark. (24) ise PVL'de
GC’ye rastladiklarini bildirmiglerdir. Tavuklarda PEL,
GC ve plazma hiicre hattindaki hiicreler, bursa Fabri-
cius (BF) bagimh boélgelerdir (8,10,12,22). PEL ve
GC’de az miktarda T lenfosit bulundugu da kaydedil-
mistir (10). Kirmizi pulpada hem lenfoid hem de non-
lenfoid hticreler bulunur (27). Sinuslerde T hicreleri
daha baskindir (33).

Tavuklarda adaptif immunite igin, sekonder lenfoid
doku olarak sindirim sisteminde bulunan GALT (gut
associated lymphoid tissue), organ olarak da dalak
goérev alir. Tavuklarda lenf digumu olmadigindan
dalak, immunitenin saglanmasinda 6nemli bir yer
tutmaktadir. Civcivler, immun yeterliliklerini kulugka-
dan sonraki dénemde kazanirlar (5). Civcivlerde im-
mun mekanizmalarin gelisiminin kontrolu ve glglendi-
riimesi amaciyla besleme calismalari veya antijen
uygulamalari gibi denemeler yapilmaktadir (2,16,30).
Civcivlere yapilan asilamalar ise dogrudan adaptif
immunitenin olusumunu hedeflemektedir. Dolayisiyla
asllamalara verilen yanit da immun sistemin geligimi
ile dogru orantili olmaktadir (20).

Broylerlerin ticari nedenlerle d6mri kisa oldugundan
savunma mekanizmalarinin gelisimi énemli bir konu
olusturmaktadir. Sunulan galismada broyler civcivler-
de, kulugkadan sonraki ilk iki haftalik donemde, anti-
jenik uyarim yapilan ve yapilmayan gruplarda dalagin
histolojik gelisiminin arastiriimasi amaglanmigtir.

Gereg ve Yontem

Arastirmada materyal olarak toplam 225 adet Ross
308 ticari etlik civciv kullanildi. Ticari bir isletmeden
(Egetav), kulugkadan yeni ¢ikmis ve asilanmamis
olarak saglanan civcivler; Adnan Menderes Universi-
tesi Veteriner Faklltesi’nde, izole bir ortamda barindi-
rildi. Yem ve su ad libitum olarak verildi. Buttin prose-
dur etik kurallara uygun olarak gergeklestirildi (Etik
Kurul Onay Karar No: 2010/106)

iki haftalik siirecte civcivler 1, 4, 7, 10, 14 ginlik
olmak Uzere her biri 45’er adet civciv igeren bes ana
gruba ayrildi. Her grup on beser hayvan iceren u¢ alt
gruba ayrildi. Bir alt gruba, dalagin gelisiminde farkli-
lik olusturabilecegi diistinilerek LPS (lipopolisakkarit)
uygulandi. Bakteriyel LPS’nin (Purifiye E.coli 011:B4
lipopolisakkaridi) fosfat tampon solusyonu (Phosphat
Buffer Saline/PBS)’'de hazirlanmis sollsyonu intra
abdominal yolla, 1mg/kg dozda (17,29), bir kez enjek-
te edildi. Ikinci alt gruba (¢6zgen grubu) ayni miktarda
PBS intra abdominal olarak enjekte edildi. Uglincii alt
gruba (kontrol) ise herhangi bir uygulama yapilmadi.
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LPS ve PBS uygulanan alt gruplardan, uygulamadan
1, 3, 6, 12 ve 24 saat sonra Uger hayvandan dalak
ornekleri alindi. Ayni saatlerde, kontrol alt grubundan
da Ucger hayvandan doku 6rnegi alindl.

Dokularin hazirlanmasi ve boyama metotlari

Hayvanlar belirtilen zamanlarda dekapitasyon yonte-
mi ile oldurdlerek dalaklari gikarildi ve 18-24 saat %
10’luk tamponlu nétral formalinde tespit edildi. Tespit
edilen dokular, rutin doku takip isleminden sonra pa-
rafinde bloklandilar. Parafin bloklardan 60 ym arayla
6 um kalinidinda seri kesit alindi. Parafin kesitlere,
genel dalak histolojisinin incelenmesi amaciyla Uglu
boyama yontemi (3), retikulum ipliklerinin belirlenmesi
icin Gordon ve Sweet'in gimugleme metotu (6), elas-
tik iplikler i¢in orcein-Giemsa boyama metotu (4) uy-
gulandi.

Doku kesitlerinin incelenmesi ve degerlendirilme-
si

Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda
(Leica DMLB) incelendi. Goruntller video kamera
(Leica DC200) ile bilgisayar ortamina aktarildi. Aras-
tirma mikroskobu ve gorintii analiz programi (Lecia
Q win standart) kullanilarak, her grubun Ugiinci saat
orneklerinde, 20’lik objektifte, 0,145 mm?lik alanda
gorulen granulopoezis orani belirlendi. Bu amagla,
kapsul altindan basladiktan sonra bir gorunti alani
arayla, her kesitte toplam bes gérunti alaninda 6l-
ciim yapildi. interaktif olarak graniilopoetik hiicrelerin
bulundugu bdlgeler sinirlandirildi ve kapladiklari alan
Olglldi. Her hayvandan Ug adet kesitte toplamda 15
gOruntl alaninda granilopoetik hicrelerin kapladigi
alan belirlendi. Daha sonra 1, 4 ve 7 gunluk civcivler-
de 0,145 mm?de kaydedilen veriler 1 mm? alanda
olacak sekilde donustirulerek istatistiki incelemesi
yapildi. On ve 14 gunlik dérneklerde granilopoezis
gOrulmedigi icin degerlendirme yapilmadi. Elde edilen
verilerin istatistiksel analizi igin SPSS (Version 11,5)
paket programi kullanildi. Graniilopoezis igin, ayni
gun icinde gruplar arasi farkliliklar ve ayni grup icinde
gunler arasindaki farkhliklar tek yonla varyans analizi
(ANOVA) ile farklarin 6nem kontroll ise Duncan testi
ile yapildi (32).

Bulgular

Broyler civcivlerde ilk iki haftalik donemde LPS uygu-
lanan, sham kontrol ve kontrol gruplarinda dalagin
histolojik yapisi stroma ve parensim agisindan ince-
lendi.

Butin gruplara ait érneklerde, bir glnlikten on dort
glnlige dogru fibr6z bagdokudan olusan kapsulin
kalinliginin arttig1 gézlendi. Kapstulde kollagen iplikle-
rin yaninda, elastik iplik ve retikulum iplikleri de tespit
edildi. Elastik iplik yogunlugunun gittikge arttigi dikkati
cekti. Retikulum ipliklerinin oraninin degismedigi goz-
lendi. Kapsulin parensime yakin kisimlarinda daha

Ulker EREN

yogun olmak Uzere diz kas hiicrelerine rastlandi,
ilerleyen gunlerde sayilarinin arttiy1 gézlendi. Kapsul-
de arter, vena ve ¢ok sayida lenf kapillar belirlendi.
Organ kapsulinden parensime dogru dizenli bir tra-
bekll girisine rastlanmadi. Parensimde trabekiler
bag dokuya, 6zellikle arterlerin etrafinda daha belirgin
olarak rastlandi.

Trabekdlllerde ve parensimde bulunan arter ve arteri-
yol duvarlari incelendi. Orta ¢aph arterlerin duvarinda
elastik ipliklerinin olugsturdugu laminalar yaninda, reti-
kulum ipliklerinin yogun olarak bulundugu dikkati ¢ekti

(Sekil 1).

tik iplik (B) ve retikulum ipliklerinin (C) organizasyonu. a:
Arter, vs: vendz sinus, lamina elastika interna (mavi ok) ve
lamina elastika eksterna (yesil ok). Sirasiyla Ug¢li boyama,
orcein-Giemsa ve Gordon ve Sweet'in giimisleme metotlari

Bir gunlik o6rneklerden itibaren dalak kesitlerinde
arteriyollerin duvarinda bir miktar diiz kas hiicrelerinin
bulundugu gorildi. Arteriyollerin dallanarak penisilar
kapillari (elipsoid kapillar) olusturduklari gézlendi.
Elipsoid kapillarlarin duvarinda diz kas hdcrelerinin
kalmadigi fakat cok az miktarda bag doku elemaninin
varligi dikkati cekti (Sekil 2A). Arteriyollerin yapisinda
az miktarda elastik iplik, daha ¢ok oranda retikulum
ipligi bulundugu gozlendi (Sekil 2B, C). Penisilar ka-
pillarlarin etrafinda elastik iplik bulunmazken (Sekil
2B) retikulum ipliklerinin varh@ini surdirdigu dikkati
cekti (Sekil 2C).

gériinimi (ok basi). Uglii boyama. B: Arteriyol duvarinda
elastik iplik gérinimu (ok) ve penisilar kapillar (p). Orcein-
Giemsa Boyama Yontemi. C: Arteriyol duvarinda retikulum
ipliklerinin goérinimu (a) penisilar kapillar (ok basi). Gordon
ve Sweet'in gimusleme metodu

Histolojik kesitlerde ven6z sinuslar, pulpa venleri ve
vena trabekularisler ayirt edildi. Vendz sinis gorintu-
lerine kirmizi pulpa kisimlarinda, trabekiler arterlerin
yakinlarinda ve kapsiil altinda rastlandi. Bir giinlikten
itibaren, kapsul altinda venéz sinislerin varli§i dikkati
¢ekti. Venodz sinuslarin duvarinda az miktarda retiku-
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lum ipligi bulunmasina ragmen elastik ipliklere rast-
lanmadi. Dalak parensiminde ve trabekiillerde bulu-
nan venalarda az miktarda da olsa elastik iplik goriin-
tilendi. Retikulum ipliklerinin elastik ipliklere goére
daha yogun oldugu dikkati ¢ekti.

Dalagin beyaz pulpa kisminda PAL, PEL (Sekil 3A),
PVL (Sekil 3B) ve GC’nin yaninda, kapsulin altinda
yerlesmis olan lenfoid doku alanlari da (Sub-kapsular
lenfoid doku / SCL) (Sekil 3C) gozlendi. Beyaz pulpa-
nin gelisimi bu bdlgeler géz énlne alinarak incelendi.
PAL, PVL ve SCL bir glin i¢ saatlik 6rneklerden itiba-
ren gorilmeye baslandi. Her lg¢ kisim da baslangicta
taslak halinde gorilirken, gunler ilerledikge hucre
yogunlugunun arttigi fark edildi.

Sekil 3. Beyaz pulpayi olusturan kisimlarin gériinimi. Ugli
boyama. A. On dort giinlik Ornekte arteriyol gevresinde
lenfoid doku (PAL) ve elipsoid (e) gevresi lenfoid dokunun
(PEL) goriinimd. Ok: Elipsoid kapillar. B. Dort gunlik 6rnek-
te vena gevresinde lenfoid dokunun (PVL) gérinimi (kesik
gizgiyle sinirlandinimig alan), vena (v). C. On dort glinlik
Ornekte kapsiilalti lenfoid dokunun (SCL) gorinimu (kesik
gizgiyle sinirlandiriimig alan), kapstl (c)

Elipsoid kapillarlar ile gevrelerindeki EAC’lerin birlikte
olusturduklari  ellipsoidler goéruldi. Baglangigta
PEL’deki hucrelerin sitoplazmalarinin agik renkte ve
cekirdeklerinin 6kromatik oldugu, hicre sinirlarinin
¢ok net olmadigi gozlendi (Sekil 4A). Dordiincl giin-
den itibaren retikulum hucreleri arasinda lenfositler
ayirt edildi (Sekil 4B).

Sekll 4. EI|p30|d cevresi Ienf0|d dokuyu (PEL) olugturan
hiicrelerin gériinimi. Uglii boyama. A. Bir giinliik érnekte
PEL hucreleri. a: Arteriyol, ec: elipsoid kapillar, e: elipsoid.
B. Dort ginlik ornekte PEL hucreleri. a: Arteriyol, PAL:
arteriyol gevresi lenfoid doku, ok basi: elipsoid, EAC: elip-
soid iligkili hiicreler, ok: elipsoid kapillar. C. On dort guinlik
ornekte PAL ve PEL’in gérinimu. a: arteriyol, e: elipsoid
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Yedinci giinden itibaren PEL bdlgesindeki hicrelerin
daha belirgin olduklari, lenfositlerin kiimelendigi dik-
kati ¢ekti. Bununla birlikte on doért glinlik 6rneklerde
dahi lenfositlerin elipsoidin etrafinda tam bir halka
olusturmadiklari gozlendi (Sekil 3A, 4C). PAL, PVL
ve SCL kisimlarinin lenfosit iceriklerinin PEL'den
daha yodun oldugu dikkati gekti. PAL, PEL, SCL ve
PVL kisimlari agisindan, antijenik uyarim yapilan ve
yapilmayan gruplar arasinda fark gézlenmedi.

Elipsoid kapillarini cevreleyen bagddokunun belirgin
oldugu (Sekil 5A), kapillar cevreleyen EAC’lerin ara-
larinda retikulum ipliklerinin yogun olarak bulundugu
go6zlendi (Sekil 5B). Ayrica EAC’nin dis kisminda yer
alan (Sekil 5C) ve kapillar endotele dogru ince kollar
gonderen Schweigger-Seidel kapsulinin olusumuna
retikulum ipliklerinin katki verdigi goruldi (Sekil 5C,
D).

Kapstlstz olan GC taslaklari birinci giinden itibaren
gorulse de retikulum ipliklerinin dért glinlikten sonra-
ki 6rneklerde GC'yi sinirlayan kapsuli olusturmaya
basladidi dikkati ¢ekti. Yedi glinden itibaren GC etra-
finda retikulum ipIikIerinin net olarak ayirt edildigi

$ek|| 5.A. EllpSOId (e) ve elipsoid kapillari ¢evreleyen bag
dokunun gérinimi (ok). ec: Elipsoid kapillar, *: elipsoid
iliskili hucreler, e: elipsoid, PEL: elipsoid gevresi lenfoid
doku, a: erteriyol, PAL: arteriyol gevresi lenfoid doku. Uglii
boyama. B. Elipsoid (e) ve gevresinde retikiler ipliklerin
gorinumd. ec: Elipsoid kapillar, ok: elipsoid kapillar gevre-
sinde retikulum ipligi, *: elipsoid iligkili hucreler, PEL: elip-
soid cevresi lenfoid doku. Gordon ve Sweet'in glimUsleme
metodu. C. Schweigger-Seidel kapsulinin (CSS) gorini-
mii (ok basi) Uglii boyama. D. CSS’de retikulum ipliklerinin
gorinimua (ok baslar). Gordon ve Sweet'in gimusleme
metodu

gOruldi. Devaminda on ve on dort ginlik civcivlerin
dalaginda GC’lerin bag dokudan bir kapstllle gevre-
lenmis oldugu ve bu kapsulin retikulum ipliklerini
|g,erd|g| (Sekil 6) gozlendl

$ek|| 6. Germinal merkezm gorunumu A-B S|raS|yIa bII’ ve
dort gunlik orneklerde germinal merkez taslaginin (Gced)
gorinimii. Uglii boyama. C-D: Sirasiyla yedi ve on dért
gunluk érneklerde germinal merkez (Gc) gevresinde retiku-
lum ipliklerinin gérinimi. Gordon ve Sweeet'in glimisleme
metodu
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Kapstlle gevrelenmis GC’ye parensgimin herhangi bir
yerinde, arteriyol yakininda, kapsule yakin veya PVL
icinde rastlandi (Sekil 7).

R7
J

)

yakininda (B), ve PVL icinde (C) germinal merkezin gérunu-
mi. Ge: Germinal merkez, a: arteriyol, e: elipsoid kapillar,
¢ift ok: germinal merkezin kapstli. Ugli boyama

GC’in on dort glinlik érneklerde en net haliyle goru-
lebildigi dikkati ¢ekti. Antijenik uyarim yapilan ve ya-
pilmayan gruplar arasinda GC agisindan farkhlk géz-
lenmedi.

Beyaz pulpa ve trabekiiller disinda kalan kisim olan
venodz sinuslar ve kirmizi pulpa alanlari, kirmizi pulpa
olarak degerlendirildi. Vendz sinuslara kapsul altinda,
trabekdler arterlerin gevresinde, parensimde rastlan-
di. Kontrol, PBS ve LPS gruplar arasinda kirmizi
pulpa agisindan, histolojik herhangi bir farklilik dikkat
cekmedi.

b2

Sekil 8. Bir ve on dort ginlik érneklerde kirmizi pulpanin
gériiniimii. Uglii boyama. A. Bir giinliik kontrol grubunda 1.
saat 6rneklerinde kirmizi pulpada (RP) granuler hiicreler, B.
Grandilositler (siyah oklar) ve eritrositlerin (mavi ok) gérinu-
mu. C. On dort gunliik PBS grubunda kirmizi pulpada (RP)
eritrositlerin gérinumd. a: Arteriyol, e: elipsoid kapillar

Ulker EREN

Kirmizi pulpa alanlarinda, birinci giinde en yogun
olmak Uzere, granllopoezis gozlendi (Sekil 8A, B).
Grantilopoetik hiicreler gittikge azalarak on giinlikten
itibaren yerlerini eritrositlere biraktilar (Sekil 8C).

Granulopoezisin yogunlugu istatistiksel olarak deger-
lendirildi. Ayni grup icerisinde gunler arasi farklara
bakildiginda, granilopoezisin yogunlugunun her (¢
alt gruba ait, bir gtinlik 6rneklerde en fazla oldugu
gorildi (P<0.001) (Tablo 1).

Granulopoezisin yogunlugunda dort ve yedinci giin-
lerde buylk bir azalma belirlendi. On glinlik érnekler-
de tek tiik rastlanan grantlopoetik topluluklar on dor-
dincl glinde gbézlenmedi. Bir ve yedinci gunlerde
uygulama gruplari arasindaki granulosit yogunlugu
degerlerinde dalgalanmalar oldugu ve bunun anlamh
olmadidi tespit edildi. Dérdliinct giinde PBS grubun-
da grandlositlerin daha az oldugu (P<0.001) gérdldu.

Tartigsma

Sunulan galismada, broyler civcivlerin kulugka sonra-
si iki haftallk doneminde dalagin histolojik geligimi
incelendi. Dalak kapsultnin icerigi ile ilgili elde edilen
bulgular arastiricilarin = (1,9,15,18) bildirdikleriyle
uyumludur. Bunun yaninda; yapilan ¢galismada paren-
sime yakin kisimda daha yogun olan duz kas hilcre-
lerinin, ilerleyen glnlerde sayilarinin arttigi gézlen-
migtir. Kollagen ipliklerin yaninda elastik ipliklerin
yogunlugunun da giderek arttigi fakat retikulum iplik-
lerinin miktarinin degismedigi dikkati cekmistir.

Arastiricilarin (14,28) bildirdigi sekilde sentral arter,
sentral arteriyol ve penisilar kapillarlar ayirt edildi.
Duvarlarinda elastik iplik, retikulum ipligi ve duz kas
hlcrelerinin organizasyonlari kaydedildi. Broyler civ-
civlerde (1) ve bildircinlarda (18) sentral arter, arteri-
yol ve penisilar kapillar duvarinda retikulum iplikleri-
nin varhgi bildirilmigtir.

Sunulan c¢aligmada, vendz sinuslarin duvarinda az
miktarda retikulum ipligi bulunmasina ragmen elastik
ipliklere rastlanmadi. Venalarda az miktarda elastik

Tablo 1. Civcivlerin dalaginda birim alanda (1 mm?) graniilopoezis yogunlugu (mm?)

1 giin 4 giin 7 giin P
(X%Sy (X % Sx) (X # Sx)
Kontrol 0.279%+0.015 0.042°4+0.003 0.007°+0.001 0.000
(n=40) (n=45) (n=45)
PBS 0.268%+0.017 0.021°B+0.001 0.013°+0.002 0.000
(n=40) (n=45) (n=45)
LPS 0.244%+0.013 0.054°+0.007 0.013°+0.002 0.000
(n=45) (n=45) (n=45)
P 0.232 0.000 0.073
oD oD

ab.c. Ayni satirda farkli harf ile gosterilen grup ortalamalari arasi farklar nemlidir (P<0.05);
AB: Ayni siitundaki farkli harf ile gosterilen grup ortalamalar arasi farklar 6nemlidir (P<0.05);

OD: Onemli degil, ***: P<0.001
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iplik, daha fazla miktarda olmak Uzere retikulum iplik-
lerinin oldugu dikkati ¢ekti. Dalakta ven6z sinuslar ve
venalarin duvarinda bulunan bagdokusu iplikleri ile
ilgili herhangi bir kaynaga rastlanamamistir.

Ogata ve ark. (24) tavuk dalaginda beyaz pulpanin;
PAL, PVL, PEL ve GC olmak Uzere dort farkh kisim-
dan olustugunu bildirmiglerdir. Belirtilen beyaz pulpa
kisimlarina ilaveten sunulan arastirmada SCL tanim-
landi ve farkli gtinlerde alinan doku 6rneklerinde pul-
panin gelisimi bu bdlgeler géz 6niine alinarak ince-
lendi. Yapilan literatir taramasinda dalakta SCL ta-
nimlamasina rastlanamadi.

Ogata ve ark. (24) PAL olugsumunu iki gtinlikken bir
adet civcivde (White Leghorn Babcock B 300), dort
glnlikten itibaren batin civcivlerde goézlemislerdir.
Kulugkadan c¢iktigi giin bir civcivde lenfosit birikimi
olarak PVL gordiklerini, iki glinden sonra bitin civ-
civlerde PVL'nin bulunduguna dikkat c¢ekmislerdir.
Sunulan galismada ise PAL, PVL ve SCL bir giin ug
saatlik 6rneklerden itibaren butln kesitlerde gérilme-
ye baglanmistir.

Yapilan arastirmada elipsoid ve kapsil (CSS) ince-
lendi. Penisillar kapillarlari olusturan endotelin ve
EAC'’in etrafinda retikulum ipliklerinin yogun olarak
bulundugu goruldi. Ayrica Schweigger-Seidel kapsu-
Iindn olusumuna retikulum ipliklerinin katki verdigi
ayirt edildi. Elde edilen bulgular, arastiricilarin
(23,25,26) bulgulari ile uyumludur. Gumati ve ark. (8)
bec tavugunda yaptiklari calismada ise penisilar en-
dotel cevresinde ve PWP’de kollagen tip 1II'in
(retikulum ipliginin) bulunmadigini fakat PAL'da gorul-
daguna bildirmislerdir.

Arastiricilarin (18,22) bildirdigi sekilde, elipsoid ¢evre-
sindeki PEL hicrelerinin sitoplazmalarinin agik renkte
ve cekirdeklerinin 6kromatik oldugu, hiicre sinirlarinin
¢ok net olmadigi gbézlendi. Ogata ve ark. (24) PEL’in
lenfosit birikimleri halinde ilk kez altinci giinde gorul-
digind, ikinci haftadan sonra PEL’de bulunan lenfo-
sitlerde artis oldugunu ileri strmuslerdir. Mishra ve
ark. (21) da gelisimin onuncu guniinde beyaz pulpa
ve kirmizi pulpanin diizenlenmesinin daha da belir-
ginlestigini bildirilmislerdir. Mori ve Hoshi (22) iki haf-
tanin sonunda perielipsoidal lenfoid dokunun tanimla-
nabilecegdini ileri sirmuslerdir. Sunulan arastirmada
dordinci gunden itibaren retikulum hicreleri arasin-
da lenfositler ayirt edildi. Yedinci glinden itibaren PEL
bolgesindeki hiicrelerin daha belirgin olduklari, lenfo-
sitlerin kiimelendigi dikkati ¢ekti. Bununla birlikte on
dort glnlik orneklerde dahi lenfositlerin elipsoidin
etrafinda tam bir halka olusturmadiklari gézlendi.
PAL, PVL ve SCL kisimlarinin lenfosit igerdiklerinin
PEL’den daha yogun oldugu dikkati ¢ekti.

Tavuklarda lenfoid dokuda bulunan GC’nin kapstlle
sarili olup (28), koyu ve agik boélgeler icermedigi bildi-
rilmistir (34). Sunulan calismada, GC'ler kapsilsiiz
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olarak taslak halinde butlin gruplarda birinci giinden
itibaren gorilebilirken, etrafindaki retikulum iplikleri
dort gunlikten sonraki érneklerde gorilmeye baglan-
mistir. Yedi gunden itibaren retikulum ipliklerinin net
olarak ayirt edilirken, on ve on doért gnlik civcivlerde
GC’lerin belirgin bir kapstlle ¢cevrelendigi dikkati ¢cek-
migtir. Yerlesim olarak GC’ye arastiricilarin (7,24,28)
bildirdigi sekilde parensim dokusunun farkli yerlerinde
rastlanmistir. Sunulan ¢alismada GC on dért ginlik
orneklerde en net haliyle gorulebilmigtir. Nitekim
adaptive immunite ile ilgili olarak Mast ve Goddeers
(20) broyler civcivlerde antikor olusturabilecek sekil-
deki immun yeterliligin, kulugka sonrasi dénemde 12.
glnden itibaren olustugunu bildirmislerdir.

Olah ve Vervelde (28) kuslarda kulugkadan ciktiktan
hemen sonraki 24 saat igerisinde lenfosit ve monosit
gelisimini takiben dalakta heterofillerin uzaklastigini,
kulucka sonrasi 48 saat igerisinde lenfositlerin orga-
nin dominant hicreleri haline geldigini belirtmigtir.
Sunulan ¢alismada ise granilopoezisin yodunlugu-
nun, her U¢ alt gruba ait bir ginlik Orneklerde, en
fazla oldugu gérildi (P<0.001). Granilopoezisin
yogunlugunda dort ve yedinci gunlerde buylk bir
azalma belirlendi. Dérdiinci giinde PBS grubunda
grantilositlerin daha az olmasinin (P<0.001), bulas-
ma olmasi durumunda granulositleri artirmasi beklen-
diginden, bireysel farkliliklardan kaynaklanmis olabi-
leceg@i dislnuldid. On gunlik érneklerde tek tik rast-
lanan granilopoetik topluluklar on dérdinci glinde
g6zlenmedi. Alt gruplar arasi deg@erler incelendiginde
antijenik uyarimin granulopoezisi etkilemedigi dikkati
cekti. Bildircinlarda ise bir-iki gunlik 6rneklerde gra-
nilosit adaciklarin kayboldugu bildirilmistir (18).

Sonug olarak, literatlirden farkli olmak lzere SCL
kismi tanimlandi. Dalagin, 6zellikle B lenfositlerin
yogun oldugu PEL bdlgelerinin, bir ginlik civcivlerde
gelismemis oldugu goézlendi. Dérdiinci gunde tek tik
lenfosit goérilirken, ancak yedi gunliklerden itibaren
bu bélgelerde lenfosit kimeleri ayirt edildi. On doért
gunlik érneklerde dahi lenfositlerin elipsoidin etrafin-
da tam bir halka olusturmadiklari gézlendi. PAL, PVL
ve SCL kisimlarinin lenfosit igerdiklerinin PEL'den
daha yogun oldugu dikkati ¢ekti. GC yapisinin bir
glnliikten itibaren taslak halinde var oldugu, iki hafta-
nin sonunda gelisimini tamamladigi belirlendi. GC’nin
PAL ve PEL, PVL ve SCL gibi dalagin beyaz pulpasi-
na ait sabit bir yapi oldugu dustnildi. Granulopoezis
en yogun olarak bir gunlik civcivlerde belirlendi.
Onuncu giinden itibaren grantlopoezis goérilmedi.
Antijenik uyarim yapilan ve yapilmayan kisimlar ara-
sinda beyaz ve kirmizi pulpa agisindan histolojik bir
farkliik gézlenmedi. Calisma sonunda, broyler dala-
ginda adaptif immunitede gérev yapacak kisimlarin
iki haftadan 6nce histolojik gelisimini tamamlamadigi
tespit edildi.
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Ozet: Bu calisma, silajlik misira farkli seviyelerde Antep fistigi (Pistaca vera L.) dis kabugu ilavesinin silaj kalitesi ile in
vitro metan Uretimi (CH,), in vitro organik madde sindirimi (IVOMS) ve metabolik enerji (ME) igerigi izerine etkilerini
arastirmak amaciyla yapiimistir. Bu amagla, kontrol misir silaji katkisiz grubu olustururken; %3 ,%6, %9, %12 ve %15
dizeylerinde Antep fistigi kabugu igeren silajlar katkili gruplari olusturdular ve tum silajlar 1.5 L cam kavanozlarda 5’er
tekerrir olacak sekilde hazirlandi. Katkisiz grup ile kiyaslandiginda, Antep fistigi kabugunun seviyesinin artisina bagh
olarak in vitro CH, gazi olusumunda azalma (P=0.012) gérulmistir. Antep fistigi kabugu ilavesi ile hazirlanan silajlarin
silaj amonyak azotu (NH3-N), asetik asit, propiyonik asit ve laktik asit iceriklerinin azaldi§i gérulmustur. Bu ¢alismada %
6, %9, %12 ve %15 dizeyinde Antep fistigi kabugu ilavesi ile hazirlanan silajlarda bdtirik asit tespit edilmemistir
(P=0.000). Sonug olarak gida endustrisi yan Grini olan Antep fistigi kabugunun silajlik misir bitkisine %9 oraninda
ilave edilerek birlikte silolanabilecedi ve ruminal metan gazi Uretimini azaltabilecegi tespit edilmistir. Antep fistigi kabu-
gunun yem tiketimi ile hayvansal Uretim ve performansa etkisinin tam olarak ortaya konabilmesi agisindan bundan
sonraki ¢calismalarda in vivo hayvan denemelerinin yapilmasi gerektigi kanaatine variimigtir.

Anahtar kelimeler: Antep fistigi kabugu, in vitro, metan, misir silaji

Investigation of Effect on Silage Quality and In Vitro Methane Gas Formation of Pistachio (Pistacia vera L.)
Outer Shell with Additional at Different Levels in Corn Silage

Summary: This study was carried out to investigate the effects of the addition of pistachio (Pistacia vera L.) outer
shells on different levels of silage corn plant on in vitro methane (CH,) production, in vitro organic matter digestion
(IVOMD) and metabolic energy (ME) content by silage quality. For this purpose, while control maize silage constitutes
no additive group; silages containing 3%, 6%, 9%, 12% and 15% pistachio outer shells were prepared to be 5 repli-
cates in 1.5 L glass jars. Compared to the control (no additive) group, the silages obtained showed a decrease in the
levels of methane (CH,) gas production in vitro (P<0.05) due to the increase in the level of the pistachio outer shell
used as an additive. It was found that the silages that were prepared with the addition of pistachio outer shell de-
creased ammonia nitrogen (NH;-N), acetic acid, propionic acid and lactic acid contents (P<0.05). Butyric acid was not
detected in the silages prepared with the addition of 6%, 9%, 12% and 15% of pistachio outer shell (P>0.05). As a re-
sult, the food industry's by-product Antep pistachio outer shell can be ensiled at 9% level with corn silage material,
resulting in the benefit of this by-product and the reduction of ruminal methane production. It has been concluded that
in vivo animal experiments should also be carried out in order that to be fully demonstrated the effect of feed consump-
tion and animal production and performance of the outer shell of Antep pistachio to be added to the ration.

Key words: Corn silage, in vitro, methane, outer shell, pistachio

Girig

Son yillarda dinya (izerindeki birgok Ulkede iklim
degisiklikleri ve su kaynaklarinin azalmasi sonucunda
hayvan besleme alaninda kullanilan yem maddelerin-
de fiyat artislari sekillenmis bunun sonucu olarak da
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hayvansal urunlerin maliyetleri artmistir (5). Yem
maliyetlerindeki artislara bagli olarak gida sanayi yan
Urtnleri yem kaynagi olarak degerlendiriimektedir.
Ulkemizde Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2017
verilerine gore Antep fistiginin (Pistacia vera L.) ureti-
mi 170 bin ton olarak gergeklesmistir (42). Antep fisti-
g1 (Pistacia vera L.) Uretiminde ilk siray1 Glineydogu
Anadolu Bdlgesi almakta ve toplam Uretimin %91’ini
karsilamaktadir. Glineydogu Anadolu Bdlgesini sira-
siyla Akdeniz ve Ege Bolgeleri izlemektedir (40). An-
tep fistiginin dis kabuk miktari kuru madde olarak
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meyvenin %8-10 dlzeyindedir. Bu veriler 1siginda
2016 yili itibariyle yaklasik 40-45 bin ton yas Antep
fistigi kabugu Antep fistigi isleme tesislerinin yan
Uriini olarak elde edilmistir. Antep fistigi isleme tesis-
lerinden yan Uriin olarak elde edilen Antep fistigi ka-
bugu 6nemli miktarda kondanse tanen icermektedir.
Tanenler ve fenolik monomerler selilotik ve proteoli-
tik bakteriler Uzerine antimikrobiyal aktiviteye sahiptir-
ler (19). Tanenler selilotik mikroorganizmalar tzerine
olumsuz etki yaparak asetik asit Uretimini azaltirlar,
bdylece metan Uretimi icin ihtiyag duyulan karbondi-
oksit ve hidrojen iyonu Uretimini sinirlamaktadirlar
(34,44). Kondanse tanenler (KT) dolayli etkileri ile
sellloz sindirimini azaltarak metan Uretimini dagUrdr-
ler (18). Bu galismanin amaci; misir hasilina farkl
oranlarda Antep fistigi kabugu ilavesi ile elde edile-
cek silajlarin kalitelerinin tespit edilmesi ve ruminal
metan gazi olusumu Uzerine etkisinin in vitro gaz
uretim teknigi ile belirlenmesidir.

Gereg ve Yontem

Arastirmada kullanilan ana silaj materyali olan misir
hasili (Tareks, TK-6063) Harran Universitesi Hayvan-
cilik Arastirma Unitesinde ekimi yapilarak hamur
olum déneminde silaj makinesiyle partikil bayuklugu
yaklasik 1 cm olacak sekilde hasat edilmigtir. Silaj
katki maddesi olarak kullanilan Antep fistigi kabugu
ise Sanlurfa’da faaliyet gosteren Antep fistigi isleme
tesisinden temin edilmistir. Misir hasili ve katki olarak
kullanilan Antep fistigi kabugu 1 mm elekten gegcecek
sekilde d8gutulerek ham besin madde icerikleri Resmi
Analitik Kimya Kurumu’na (AOAC) (1) gore, asit de-
terjan fiber (ADF) ve nétral deterjan lif (NDF) analizle-
ri ise Van Soest ve ark. (43) tarafindan nerilen sekli-
de yapilmistir. Misir hasili ve Antep fistigi kabugunun
toplam kondanse tanen (KT) icerigi Makkar ve ark.
(26)larina, suda c¢ozinebilen karbonhidrat tayini
(SCK) Dubois ve ark. (15)lari tampon kapasitesi
tayini Playne ve McDonald’a (35) gbre yapilmistir.
Hazirlanan silajlar beser tekerrir olacak sekilde, kat-
kisiz (kontrol) ve kuru madde (KM) esasina gére %3,
%6, %9, %12 ve %15 dizeyinde kurutulmus Antep
fistig1 kabugu ilavesi ile hazirlanmistir. Silajlar 60
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gunlik fermantasyon oda isisinda karanlik bir ortam-
da muhafaza edildikten sonra agilarak pH degerleri
belirlenmistir (36). pH 6lcimi yapilan sividan silaj
amonyak azotu (NH3-N) ve organik asit (laktik, propi-
yonik, asetik ve butirik asit) analizleri icin numuneler
alinarak derin dondurucuda (-21°C) saklanmugtir.
Silajlarin NH3;-N analizleri Broderick ve Kang (11)
tarafindan bildirilen yonteme gore, laktik asit ve ugu-
cu yag asidi (asetik, propiyonik ve butirik asit) analiz-
leri ise Suzuki ve Lund’in (39) bildirdikleri yénteme
gbre yapilmistir. Arastirmada 24. saat gaz Uretim
degerlerinin belirlenmesi Menke ve ark. (28)'lari tara-
findan bildirilen gaz uretim teknigi ile in vitro organik
madde sindirimi (IVOMS), metabolik enerji (ME) de-
gerleri ise Menke ve ark. (29)'larina gore belirlenmis-
tir. Bu amagla rumen sivisi alinan 3 adet erkek toklu
(45-50 kg) 15 giin boyunca Harran Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Hayvancilik igletmesinde giinlik %60 diize-
yinde yonca kuru otu ve %40 diizeyinde toklu besi
yemi tiketmislerdir. Hayvanlarin 6éniinde sirekli taze
ve temiz su bulundurulmasina 6zen gdsterilmigtir. in
vitro inkiibasyonda kullanilan rumen sivisi, rumen
sondas! yardimiyla sabah yemlemesinden énce ali-
narak, 6nceden igerisinde sicak su ve CO; gazi bulu-
nan termos igerisinde ¢ok hizli bir sekilde laboratuva-
ra getirilmistir. Gaz Uretim tekniginde her bir 6rnek
igin bes tekerriir olacak sekilde galigiimistir. inkiibas-
yon 39 °C’de 24 saat surdiriimiis ve 24. saat gaz
olusum degerleri kaydedilerek, metan gazi 6lgiim
islemleri icin cam siringalarda olugan gaz, U¢ yollu
plastik siringa sistemi ile alinmigtir. Alinan gaz bilgi-
sayar destekli metan gazi Olgim cihazina (Sensors
Europe GmbH, Erkrath, Almanya) enjekte edilerek
bilgisayarda metan gazi degeri (%) okunmustur.
Arastirma sonucunda elde edilen veriler SPSS paket
programinin One-Way ANOVA proseduriinde deger-
lendirilmistir. Grup ortalamalarinin karsilastiriimasin-
da Duncan karsilagtirma testi kullaniimistir. Bu amag-
la SPSS (38) paket programindan yararlaniimistir.

Bulgular

Arastirmada silaj materyali olarak kullanilan misir
hasil ile katki olarak kullanilan Antep fistig1 kabugu-

Tablo 1. Arastirmada kullanilan misir hasili ve Antep fistigi kabugunun ham besin madde igerikleri

KM HK HP ADF NDF
MH 30.15 5.65 84.40 5.95 27.27 44.38
AFDK 28.54 6.47 86.27 5.78 33.21 37.75

MH: Misir hasili; AFDK: Antep fistigi kabugu; KM: Kuru madde, %; HK: Ham kil, %; OM: Organik madde g/kg KM; HP: Ham
protein, %; NDF: Notr deterjanda ¢éziinmeyen lif, %; ADF: Asit deterjanda ¢céziinmeyen lif, %.

Tablo 2. Arastirmada kullanilan misir hasili ve Antep fistigi kabugunun suda ¢ozunebilir karbonhidrat, tamponlama kapasitesi,
kondanse tanen (KT), metan gazi, in vitro organik madde sindirimi ve metabolik enerji icerikleri

SCK TK CH, ivoms ME
MH 20.35 171 10.39 50.37 7.60
AFDK 6.88 185 4.10 35.97 5.39

MH: Misir Hasili; AFDK: Antep fistigi kabugu; KT: Kondanse Tanen, glkg KM; CH,: Metan gazi, toplam gaz Uretiminin %’si;
SCK: Suda ¢oziinebilir karbonhidrat, g/kg KM; TK: Tamponlama kapasitesi, meg/km KM; %’si; IVOMS: In vitro organik madde

sindirimi, % KM; ME: Metabolik enerji, MJ/kg KM.
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nun besin madde igerikleri Tablo 1°'de ile suda ¢6zU-
nebilir karbonhidrat (SCK), tamponlama kapasitesi
(TK) KT igerikleri, in vitro CH,, IVOMS ve ME igerikle-
ri ise Tablo 2'de verilmistir.

Misir hasilina farkli seviyelerde Antep fistigi kabugu
ilave edilerek hazirlanan silajlarin besin madde icerik-
leri Tablo 3’te sunulmustur.

Esma PAYDAS

Misir hasilina farkli seviyelerde Antep fistigi kabugu
ilave edilerek hazirlanan silajlarin fermantasyon 6zel-
likleri Tablo 4’te sunulmustur.

Calismada farkli dizeylerde Antep fistigi kabugu
ilave edilerek elde edilen silajlarin pH degerleri 3.52-
3.57 arasinda tespit edilmistir. Calismada %12 ve %
15 dizeyinde Antep fistigi kabugu ilavesi ile hazirla-

Tablo 3. Misir hasilina farkli seviyelerde Antep fistigi kabugu ilave edilerek hazirlanan silajlarin besin madde igerikleri

Grup KM HK HP ADF NDF oM
Kontrol 26.42°+0.077 5.73%+0.126 6.06°+0.106 28.12%+0.581 43.86%+1.192 85.87°+0.313
%3 AFDK 27.57%+0.173 5.33°+0.130 6.30%+0.290 25.83°+0.433 41.28%°+0.983 86.83°+0.272
%6 AFDK 28.20°+0.186 5.68%°+0.099 5.94°+0.173 27.44%+0.546 42.04%°+1.120 86.56%°+0.269
%9 AFDK 29.20°+0.158 5.44%+0.118 6.74°+0.276 26.03°+0.452 40.03°+0.667 87.04°+£0.225
%12 AFDK 29.77°+£0.260 5.59%+0.147 6.14%°+0.182 26.34°°+0.523 41.22%°+1.288 86.65%°+0.280
%15 AFDK 29.93%+0.188 5.74°+0.118 6.45%+0.057  27.42%°+0.391 39.78°+0.915 86.41%+0.215
SEM 0.242 0.054 0.089 0.241 0.463 0.119

P Degeri 0.000 0.142 0.091 0.016 0.114 0.081

a-e: Ayni suitunda farkli harf tagiyan degerler farkli bulunmustur (P>0.05). AFDK: Antep fistigi kabugu; KM: Kuru madde, %;
HK: Ham kiil, %; HP: Ham protein, %; ADF: Asit deterjanda ¢6ziinmeyen lif, %; NDF: Notr deterjanda ¢oziinmeyen lif, %; OM:

Organik madde, % KM.

Bu calismada katki maddesi olarak kullanilan Antep
fistig1 kabugu seviyesinin artisina baglh olarak elde
edilen silajlanin kuru madde (KM) degerleri artmistir
(P=0.00). Calismada %9 dizeyinde Antep fistigi ka-
bugu ilave edilerek hazirlanan silajin ham protein
degeri (%6.74), katkisiz gruptan (kontrol-Antep fistigi
kabudu katilmayan grubu) elde edilen ham protein

nan silajlarin pH degerleri (3.57-3.56), katkisiz grup-
tan elde edilen pH degerinden ylksek bulunmustur
(P=0.088). Silajlarin amonyak azotu (NH3-N) icerikleri
degerlendirildiginde, %3, %6, %9, %12 ve %15 dize-
yinde Antep fistigi kabugu ilavesi ile hazirlanan silaj-
larin NH3-N degerleri (%6.58, %6.53, %5.83, %6.33

Tablo 4. Farkh seviyelerde Antep fistigi kabugu ilave edilerek hazirlanan misir silajlarinin fermantasyon 6zellikleri Gizerine

etkisi

Grup pH NH;-N LA AA PA BA
Kontrol 3.52°+0.013 7.62°+0.644 55.96%+1.620 12.412+0.419 1.22°+0.096 1.89°+0.128
%3 AFDK 3.54%+0.015 6.582°+0.335 49.71°°+1.171 11.612°+0.297 0.78°+0.066 0.14°+0.0129
%6 AFDK 3.54%+0.014 6.53%°+0.427 52.68%°+0.671 12.49°+0.161 0.58°°+0.078 TE

%9 AFDK 3.55%+0.013 5.83+0.376 45.34%2.09 10.93°+0.366 0.45°+0.105 TE

%12 AFDK 3.57°+0.013 6.33%°+0.350 47.50%+1.409 12.09°+0.282 0.28°+0.060 TE

%15 AFDK 3.56°+0.008 5.93°+0.211 46.77°°+0.479 11.822°+0.450 0.29°+0.044 TE
SEM 0.006 0.188 0.846 0.161 0.067 0.131

P Degeri 0.088 0.064 0.000 0.036 0.000 0.000

a-d: Ayni sutunda farkh harf tasiyan degerler farkli bulunmustur (P>0.05). AFDK: Antep fistigi kabugu; pH: pH degeri; AA:
Asetik asit, g/kg KM; PA: Propiyonik asit, g/kg KM; LA: Laktik asit, g/kg KM; BA: Biitirik asit, g/kg KM; NH3-N: Amonyak azotu,

% NH3-N /TN; TE: Tespit edilemedi.

degerinden (%6.06) yuksek bulunmustur. Calismada
%3, %9 ve %12 dizeylerinde Antep fistigi kabugu
ilave edilerek elde edilen silajlarin ADF degerleri kat-
kisiz gruptan elde edilen degerden (%28.12) dusiik
(P=0.016); NDF degerleri ise %9 ve %15 dlzeyinde
Antep fistigl kabugu ilavesi katkisiz silajdan elde edi-
len degerden disik bulunmustur (P=0.114). Bu calis-
mada tim seviyelerde ilave edilen Antep fistigi kabu-
gu elde edilen silajlarin organik madde degerlerini
yukseltmistir (P=0.81).

ve %5.93 NH3-N/TN) katkisiz silajdan elde edilen
degerden dusik bulunmustur (P=0.064). Bu g¢alisma-
da elde edilen silajlarin laktik asit degerleri incelendi-
ginde %6 diizeyinde Antep fistigi kabugu ilavesi ile
hazirlanan silajin laktik asit degeri (52.68 g/kg KM)
katkisiz silajdan elde edilen laktik asit degeri (55.96
g/kg KM) ile benzer bulunurken; diger katki gruplarin-
dan elde edilen laktik asit degerleri katkisiz gruptan
elde edilen degerden dusuk bulunmustur (P=0.000).
Elde edilen silajlarin asetik asit degerleri incelendigin-
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de %9 dlzeyinde Antep fistigi kabugu ilavesi ile ha-
zirlanan silajin asetik asit degeri (10.93 g/kg KM)
katkisiz silajdan elde edilen asetik asit degerinden
(12.41 g/kg KM) dusuk; didger katki seviyelerinden
elde edilen asetik asit degerleri katkisiz silaj ile ben-
zer (P=0.036) bulunmustur. Katkisiz silaj ile kargilag-
tinldiginda Antep fistigi kabugu ilavesinin artigina
bagl olarak elde edilen silajlarin propiyonik asit de-
gerlerinde azalma oldugu goérilmistir. En disik
propiyonik asit degerleri (0.28 g/kg KM ve 0.29 g/kg
KM) %12 ve %15 Antep fistigi kabugu ilave edilen
gruplardan elde edilmistir (P=0.000).

Bu galismada silajlarin Tablo 5 verilen in vitro CHs4
degerleri incelendiginde en yiksek CH, degerleri
katkisiz ve %3 seviyesinde Antep fistigi kabugu ilave
edilerek hazirlanmis silajlardan (%11.09 ve %10.58)
elde edilirken; %6 ve Ust seviyelerde Antep fistig
kabugu ilavesine bagli olarak CH4 olusumunda azal-
malar gortlmistir (P=0.012).

Katkisiz silaj ile kiyaslandiginda %3 ve %9 seviyele-
rinde Antep fistigi kabugu ilave edilen silajlarin
IVOMS ve ME degerleri katkisiz silaj ile benzer bulu-
nurken; diger gruplardan elde edilen IVOMS ve ME
degerleri katkisiz gruptan elde edilen dederden du-
stk bulunmustur (P=0.023 ve P=0.021).
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sartlar, Antep fistiginin yapisindaki ¢ézinebilir seker
miktari ve hasat zamanina bagli olarak degisebilmek-
tedir (10). Tanenlerin antibakterial etkileri tam olarak
aciklanamamis olmasina karsin, muhtemelen bu
etkilerini metan Uretiminde rol oynayan mikroorganiz-
malarin hicrelerindeki enzim ve proteinlerine bagla-
narak bakterisid ve bakteriostatik etki gdstermektedir-
ler (41). Ozellikle diisiik seviyedeki (%2-3) KT prote-
inlerin rumende asirn pargalanmasini 6nledigi icin
yararh etkiye sahip oldugu bildirilmistir (7). Dider ta-
raftan ylksek tanen dizeyi proteinlerin sindirimini
azaltmasindan dolayi zararli etkiye sahip oldugu bildi-
rilmigtir (20). Tanenler selllotik mikroorganizmalar
Uzerine olumsuz etki yaparak asetik asit Uretimini
azaltirlar, béylece metan Uretimi igin ihtiya¢c duyulan
karbondioksit ve hidrojen iyonu Uretimini sinirlamak-
tadirlar (34,44).

Bu calismada misir hasilina Antep fistigi kabugu
ilavesine bagli olarak elde edilen silajlarin pH deger-
leri (3.52-3.57), kaliteli bir silajin tagimasi gereken pH
degerleri sinirlari igerisinde yer almaktadir (24). Kat-
kisiz grup ile kiyaslandiginda NH3-N degerleri genel
olarak azalmig, bu azalma %9 ve %15 seviyelerinde
Antep fistig1 kabugu ilave edilen gruplarda istatistik-
sel olarak 6nemli bulunmustur (P=0.064). Bu durum
tanenlerin polifenolik bilesikler olmasi ve molekil

Tablo 5. Farkli seviyelerde Antep fistigi kabugu ilave edilerek hazirlanan misir silajlarinin in vitro sindirimi ve metabolik enerji

ozellikleri Gzerine etkisi

Grup CH,

Kontrol 11.09°+0.128
%3 AFDK 10.582°+0.220
%6 AFDK 10.45°+0.176
%9 AFDK 10.49°+0.098
%12 AFDK 10.28°+0.277
%15 AFDK 10.06°+0.106
SEM 0.089

P Degeri 0.012

ivoms ME
54.07°°+0.871 8.17°°+0.135
55.86%+0.539 8.46°+0.085
52.34°+0.546 7.91°+0.083
54.51°°+0.607 8.26°°+0.098
52.72°+1.072 7.97°+0.165
52.63%+0.803 7.96°+0.123

0.367 0.057

0.023 0.021

a-b: Ayni sttunda farkli harf tagiyan degerler farkli bulunmustur (P>0.05) CH,: Toplam Uretilen gaz miktarindaki % metan gazi
miktari; IVOMS: In vitro organik madde sindirilebilirligi, %; ME: Metabolik enerji icerigi, MJ/kg KM.

Tartisma ve Sonug

izmir llinde yapilan bir galismada silo yemlerinin be-
sin madde icerigi ve silaj kalitesinin saptanmasi tzeri-
ne yapilan bir arastirmada; Misir silajinin kuru madde
icerigi ortalama (n=16) %29.14+3.77, ADF igeriginin
%47.64 ile %25.06 arasinda, NDF igeriginin ise %
43.90 ile % 65.07 arasinda degistigi, ham kil (HK)
icerigi %4.56 ile %13.46 arasinda degisim gosterdi-
gini saptamistir (2). Bu calismada elde edilen veriler
yapilan arastirma ile uyumlu bulunmustur. Bu calig-
mada kullanilan Antep fistik kabugunun KT icerigi
(39.51 g/lkg KM); Boga ve ark. (9)'larinin (20.7-26.3 g/
kg KM) ve Ghasemi ve ark. (17)'nin tarafindan yapi-
lan caligmalardaki degerlerden (8.5 g/kg KM) yliksek
bulunmustur. Antep fistigi kabugunda bulunan KT
icerigindeki farkhliklar; Antep fistiginin trd, cografi
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agirliklari 6zellikle proteinlerle kompleks bilesik olug-
turma kapasiteleri yiksek olmasi sonucunda, protein-
lerin silo igerisinde mikrobiyal yikimlanma oranlarin-
daki azalmalardan kaynaklanabilecegi diigtintilmekte-
dir (8, 37). Silonun iyi sikistirihp, sikistirlmamasi, silo
icerisindeki laktik asit Uretim hizi ve silajlik bitkinin
kuru madde icerigi silaj NH3;-N dizeyi ile yakindan
iliskilidir (14). Makkar ve ark. (27) tarafindan yapilan
arastirmada KT igeriginin %2-3 duzeyinde bulunma-
sinin proteinlerin rumende yikimlanmalarini énleye-
rek korunmus protein olarak bagirsaklarda sindirilebi-
lirliklerini arttirdiklarindan faydali olabileceklerini bil-
dirmektedirler. Carpintero ve ark. (12) tarafindan ya-
pilan galismada silaj NH3-N degerinin total nitrojen
degerinin %11’inden daha disik seviyede tespit edil-
mesi durumunda o silajin iyi kaliteli silaj sinifinda
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olacagini bildirmektedirler. Bu galismada elde edilen
silajlarin NH3-N degerleri genel olarak %11 degerin-
den dusik bulunmuslardir. Tanenler silolama sirasin-
da ¢ozunebilir proteinler ile kompleks bilesikler olus-
turarak proteinlerin mikroorganizmalar tarafindan
parcalanmasini 6nleyerek silajda NH3-N dizeyinin
azalmasini saglamaktadirlar. Béylece silajlarda azot
kaybi 6nlenmekte ve silaj kalitesi ylUkselmektedir
(6,37). Silaj NH3-N degerinin yiksek konsantrasyon-
da (%12-15 NH3-N/TN'den daha yiiksek) bulunmasi,
enterobakter ya da clostrodia turiu bakterilerin artisi
sonucu silo igerisindeki proteinlerin yliksek dizeyde
yikimlandiginin bir gostergesi olarak kabul edilmekte-
dir (22). Bu galismada hazirlanan silajlarin timinden
elde edilen NH3-N degerleri bu degerden dusuk bu-
lunmustur. Bu calismada katkisiz silaj ile kiyaslandi-
ginda Antep fistigi kabugu ilavesi ile elde edilen silaj-
larin laktik asit, asetik asit ve propiyonik asit degerleri
azalmistir. Calismada %6, %9, %12 ve %15 seviye-
lerde Antep fistigi kabugu ilave edilerek elde edilen
silajlarda butirik asit tespit edilmemis olmasi elde
edilen silajlarin kalite dizeylerinin iyi oldugu anlamina
gelmektedir. Kaliteli bir silajdaki laktik asit diizeyi top-
lam silaj asitlerinin %65-70 dizeyinde olmasi gerek-
mektedir (23). Bu ¢alismada, %3, %6, %9, %12 ve %
15 duzeylerinde Antep fistigi kabugu ilave edilerek
hazirlanan silajlarin laktik asit miktari toplam yag asit-
lerine oranlari sirasiyla %79, %77, %80, %79 ve %79
olarak tespit edilmis ve bu degerler Kung’'un (23)
bildirimi ile uyumlu ve yakin géralmustur. Ayrica ca-
lismadan elde edilen silaj organik asit degerleri, kali-
teli silajlar i¢in bildirilen laktik asit (%4-7), asetik asit
(%1-3), propiyonik asit (%0-1) ve bitirik asit (%0)
degerleri ile uyumlu veya yakin bulunmustur (21). Bu
calismada farkli seviyelerde Antep fistigi kabugu
ilavesi ile hazirlanan silajlarin, in vitro CH,4 gazi olu-
sum degerleri %6 ve daha Ust seviyelerde istatistiksel
olarak azalmigtir (P<0.05). Lopez ve ark. (25) tara-
findan yapilan in vitro ¢aligmalarinda kullanilacak
katkinin metan gazi Uretimi Uzerine etkisini arastir-
mislar; %11-14 arasinda metan gazi olusturan katki-
larin dislk, %6-11 arasinda metan gazi olusturan
katkilarin orta ve %0-6 arasinda metan gazi olugtu-
ran katkilarin ise yiksek antimetanojenik potansiyel-
lerinin  bulundugunu bildirmiglerdir. Bu c¢alismada
hazirlanan silajlara ilave edilen Antep fistigi kabugu-
nun metan uretimi %4.10 olarak tespit edilmis ve bu
deger yiksek diizeyde antimetanojenik etki gostere-
bilen katkilar grubuna girmektedir. Antep fistigi kabu-
gunun yem katki maddesi olarak kullanildigi galisma-
lardan elde edilen gaz Uretim degerlerindeki azalma,
bu calismadan elde edilen sonuglar ile uyumlu bulun-
mustur (5, 31). Tanenler rumendeki proteolitik ve
selllotik aktivitenin yani sira genel fermantatif aktivi-
teyi azaltmaktadir. Buna bagh olarak tanenlerin, ras-
yondaki karbonhidrat ve proteinlerle kompleks yapi
olusturmasiyla, besin maddelerinin rumende sindiri-
minde azalmaya sebep oldudu, bu nedenle IVOMS
ve ME degerlerinin azaldigi ¢esitli calismalarda bildi-
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rilmistir (13,16,33). Ghasemi ve ark. (17) tarafindan
yapilan bir ¢calismada, koyun rasyonlarina yonca yeri-
ne farkli oranlarda Antep fisti§i kabugunun kullanil-
masiyla; rasyondaki Antep fistigi kabugu miktarindaki
artisa bagh olarak rumendeki toplam bakteri ve selu-
lotik bakteri populasyonunda azalmalar meydana
gelmistir. Tanenlerin rumen protozoalarini baskiladigi
ve dolayli olarak metan olusumunu azalttigini bildir-
mektedirler (32). Tanen icerigi yiksek yem maddele-
rinin sindirilebilirliginde, mikroorganizmalarin kendile-
rinin yada enzimlerinin tanene baglanmasi sonucun-
da karbonhidratlarin mikrobiyal parcalanmasinin
azalmasi (33) veya yem partikiillerine baglanan mik-
roorganizmalarin sayilarindaki azalmanin sonucu
olarak gaz uretim degerinin distigu bildiriimektedir
(3). Babayemi ve ark. (4) tarafindan yapilani bir ¢alig-
mada, in vitro gaz uretim degerlerindeki farkhliklarin
Antep fistigi kabugunun KT, HP ve hiicre duvari igeri-
gi ile iligkili olabilece@i sonucuna ulasiimistir. Bohluli
ve ark. (10) tarafindan yapilan bir calismada, Ohadi,
Kaleghuchi ve White tirlerine ait Antep fistigi kabuk-
larinin in vitro organik madde sindirim degerleri (%
67.4, %71.9, %70.9), bu calismada silaj katkisi olarak
kullanilan Antep fistigi kabugu igin elde edilen deger-
den (%35.97) yiksek bulunmustur. Bu farkhlik Antep
fistig1 kabugunun, hasat ve fabrikalarda iglenmesi
sirasinda dal ve yaprak gibi yapisal karbonhidratlari
ne dizeyde icerdiklerine baglanabilir. Yapilan bazi
calismalarda (5,30), dogrudan Antep fistigi kabugu
silajlarinda veya Antep fistigi kabugu ilave edilen
yem maddelerinde in vitro gaz uretim degerleri,
IVOMS ve ME degerlerindeki azalmalar bu galisma-
dan elde edilen sonuglar ile uyumlu bulunmustur.

Bu calismada elde edilen veriler bitin olarak deger-
lendirildiginde, %9 dizeyinde Antep fistigi kabugu
ilave edilerek hazirlanan misir silajinin gerek ferman-
tasyon kriterleri bakimindan katkisiz silaja kiyasla
olumsuz etki gdstermemesi; gerekse in vitro metan
Uretimini azaltmasi bakimindan uygun seviye oldugu
gorilmektedir. Sonug olarak, llkemizin 6zellikle G-
neydogu Anadolu Bélgesinde faaliyet gdsteren Antep
fistigi isleme fabrikalarindan elde edilen Antep fistigi
kabudunun misir silajina kuru madde esasina gére %
9 duzeyinde ilave edilerek yem kaynagi olarak silola-
nabilecedi ve ruminal metan gazi Uretimini azaltmada
yararli olabilecegi tespit edilmigtir. Ancak rasyonlara
ilave edilecek Antep fistigi kabugunun yem tiiketimi
ile hayvansal Uretim ve performansa etkisinin tam
olarak ortaya konabilmesi agisindan in vivo hayvan
denemelerinin de yapilmasi gerektigi kanaatine varil-
mistir.
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Summary: Aerobic, non-fermentative and Gram-negative Stenotrophomonas maltophilia is a multidrug-resistant bacilli
that is known to be pathogen for human and animals. S. maltophilia has been isolated from different animal species
and also found in a variety of environments including soil, water, and plants. S. maltophilia, which has the ability to form
biofilms on surfaces that cause environmental problems, is resistant to many antibiotic classes such as cephalosporins,
carbapenems, and aminoglycosides. Here in this study, its aimed to determine the inhibition activities of natural phenol-
ic compounds eugenol and pulegone against S. maltophilia MUB9. Antibacterial activities of eugenol and pulegone
were initially determined by disc diffusion method. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) were also determined by tube dilution assay. Antibiofilm activities of the compounds were investi-
gated by crystal violet staining and also monitorized using Scanning Electron Microscopy (SEM). Zone of inhibition
measurements were found to be 39 mm and 28 mm for eugenol and pulegone, respectively. MIC and MBC values
were found to be 3.12 mg/mL for eugenol while these were 2.5 mg/mL and 5 mg/mL for pulegone, respectively. The
highest antibiofilm activity was found to be 56.30+0.45% for MIC of eugenol. To our knowledge, this is the first report of
the antibacterial and antibiofilm activity of eugenol and pulegone against S. maltophilia. According to the biological
activity results, it can be concluded that these natural agents may be potentially used for veterinary sciences, food
industry or pharmaceutical applications that aim to manage S. maltophilia biofilm.

Key words: Antibacterial, antibiofilm, eugenol, pulegone, S. maltophilia.

Eugenol ve Pulegonun Firsatgi Patojen Bir Bakteri Olan Stenotrophomonas maltophilia’ya Karsi inhibisyon
Etkinliginin Belirlenmesi

Ozet: Aerobik, non-fermentatif ve gram-negatif Stenotrophomonas maltophilia, insan ve hayvanlar igin patojen olarak
bilinen ¢oklu ilag direncine sahip bir basildir. Farkli hayvan tirlerinden izole edilmis S. maltophilia susu toprak, su ve
bitkiler gibi gesitli cevresel etmenlerden de izole edilebilmektedir. Kati ylizeyler izerinde biyofilm olusturabilme yetenegi
sayesinde S. maltophilia susu gevre sorunlarina yol agmakla birlikte aminoglikozitler, karbapenemler ve sefalosporinler
gibi gesitli antibiyotik siniflarina kargi diren¢ gostermektedir. Bu ¢alismada dogal fenolik bilesikler olan eugenol ve pu-
legonun S. maltophila MUB9 susu Uzerindeki inhibisyon aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Eugenol ve pulego-
nun antibakteriyel aktivitesi disk difiizyon yéntemi ile arastirilmistir. Minimum inhibisyon Konsatrasyonu (MiK) ve Mini-
mum Bakterisidal Konsantrasyon (MBK) ise tup dilisyon yontemi ile belirlenmistir. Antibiyofilm aktivitenin belirlenme-
sinde kristal viyole boyama yontemi uygulanmis ve ayrica Taramal Elektron Mikroskobi (SEM) ile gortntilenmigtir.
Eugenol ve pulegon igin inhibisyon zonu sirasiyla 39 mm ve 28 mm olarak dlgiilmiistiir. MIK ve MBK degerleri eugenol
icin 3.12 mg/mL olarak belirlenirken, pulegon icin sirasiyla 2.5 mg/mL ve 5 mg/mL olarak tespit edilmigtir. En ylksek
antibiyofilm aktivite orani % 56.30£0.45 ile eugenole ait MiK degeri igin gdzlenmistir. Bu ¢alisma eugenol ve pulegon
bilesiklerinin S. maltophilia suguna karsi antibakteriyel ve antibiyofilm aktivitelerinin belirlendigi ilk calisma olarak sunul-
maktadir. Biyolojik aktivite galismalarinin sonuglarina goére bu iki dogal bilesik veteriner bilimleri, gida endustrisi ve
farmasoétik uygulamalarda S. maltophilia’ya kargi gelistirilen sistemlerde potansiyel kullanim kapasitesine sahiptir.
Anahtar kelimeler: Antibakteriyel, antibiyofilm, eugenol, pulegon, S. maltophilia.

and secondary metabolites that play an important
role for using throughout alternative pharmaceutical
approaches. Some of these compounds are found in

Introduction

There is a growing interest in the use of herbal prod-

ucts as an alternative to standart medical therapies.
Plants contain various type of bioactive compunds
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essential oils isolated from plants. Essential oils have
distinctive fragrances and/or flavours and are used in
cosmetic as well as medical applications (38). Essen-
tial oils (EOs) are aromatic and volatile liquids ex-
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tracted from plant materials, such as flowers, roots,
bark, leaves, seeds, peel, fruits, wood, and whole
plant (19). Essential oils (EOs) can be isolated from
by several techniques such as water or steam distilla-
tion, solvent extraction, expression under pressure,
supercritical fluid extraction, subcritical water extrac-
tion, ultra-sound assisted extraction, microwave as-
sisted extraction (7). The main constituents of EOs
are mono- and sesquiterpenes, along with carbohy-
drates, phenols, alcohols, ethers, aldehydes, and
ketones, which are responsible for the biological ac-
tivity of aromatic and medicinal plants as well as for
their fragrance (37). Eugenol (2-allyl-4-
methoxyphenol) is a phenolic compound that can be
obtained from a wide range of plant sources including
clove oil, nutmeg oil, cinnamon extract and many
other plants (28). The pharmaceutical functions of
essential oils isolated from various plants have also
thought to be due to the presence of eugenol (36).
Eugenol is known to be effective against a number of
lifestyle related threats including nervous disorders,
digestive complications, reproductive derangements,
blood cholesterol irregularity, hyper-tension, elevated
blood glucose level, microbial infections, inflammato-
ry actions and carcinogenesis (45). Antioxidant (25),
antimicrobial (2), anti-inflammatory (29), anticancer
(43), anti-diabetic (39), neuroprotective (35), and
antihypercholesterolemic (42) activities of eugenol
have been reported. Pulegone [Cyclohexanone; 5-
methyl-2-(1-methylethylidene)-] is a monoterpene
ketone present in the leaves and flowering tops of
several members of the mint family Lamiaceae.
Pulegone is reported to be the major constituent of,
Mentha pulegium (22), M. longifolia (34), and Mi-
cromeria cilicica (18). As a pharmacologically active
compund, pulegone found to have antimicrobial activ-
ity against Candida albicans and Salmonella typhi-
murium (18). Gram-negative bacterial pathogens, as
Stenotrophomonas maltophilia, are often multiple-
drug-resistant organisms (MDROs) due to multidrug
resistance pumps, plasmids harboring antibiotic re-
sistance genes, and various gene transfer mecha-
nisms involved in the acquisition of antimicrobial re-
sistance (9). S. maltophilia which is generally associ-
ated with respiratory infections in humans is consid-
ered as a nosocomial bacterium (1), but there have
been reports of S. maltophilia associated with com-
munity acquired infections (9). S. maltophilia was
considered to be the cause of fleece rot in sheep
(31), septicemia in crocodiles (23) and the snubnose
dart (Trachinotus ovatus) (47), ulcerative stomatitis in
captive snakes (17), lymphadenitis in goats (26), in-
fectious intussusception syndrome (lIS) in channel
catfish (21), gill disease in sea bream (27), and lower
airway disease in horses and dogs (1). S. maltophilia
has the ability to adhere to solid surfaces such as
plastics and form bacterial films (biofilms). The drug
resistance mechanisms of the S. maltophilia are ac-
quired by the horizontal transfer of antibiotic re-
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sistance through plasmids (5), transposons (6), in-
tegrons (24), efflux pumps, melanin-like pigment and
biofilm formation (30).

The published sequence of the S. maltophilia geno-
me shows numerous resistance genes, such as ge-
nes encoding for multidrug-efflux pumps, p-
lactamases, and aminoglycoside-modifying enzymes
(13). Discovery of the new strategies to treat the S.
maltophilia infections has been gaining importance
for a long time. In this study, its aimed to determine
the antimicrobial and antibiofilm activities of eugenol
and pulegone against S. maltophilia MUG9 as a natu-
ral alternative to the use of antibiotics.

Material and Methods
Materials

Eugenol and pulegone were purchased from Sigma-
Aldrich. Mueller Hinton Agar (MHA), Tryptic Soya
Broth (TSB) and D-Glucose were purchased from
Merck. S. maltophilia MUB9 strain was provided from
Mugla Sitki Kocman University Culture Collection and
was incubated at 37+0.1°C for 24 h. Inocula was pre-
pared adjusting the turbidity of the medium to match
the 0.5 McFarland standard dilutions. The strain was
maintained in its appropriate agar slants at 4°C
throughout the study and used as stock culture. Eu-
genol and pulegone concentrations were prepared
with 10 % DMSO as two-fold serial dilutions.

Disc Diffusion Assay of Eugenol and Pulegone

The antimicrobial activity was measured based on
the disc diffusion method using pour-plating tech-
nique (12). 20 mL of MHA (Merck) sterilized and
cooled to 45-50°C. After injecting 1000 yL microor-
ganism cultures to sterile plates, media was distribut-
ed ans mixed homogenously. Sterile 6 mm paper
discs (Schleicher and Schuell) were impregnated with
20 pL of pure eugenol and pulegone and were then
placed on the inoculated agar. The plates were incu-
bated at appropriate temperature for performing the
bacteria, as mentioned above. At the end of the incu-
bation period, diameters of growth zones around the
discs were measured. The experiments were per-
formed in triplicate.

Tube Dilution Method

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Mini-
mum Bactericidal Concentration (MBC) of eugenol
and pulegone were determined by tube dilution meth-
od as recommended by the Clinical and Laboratory
Standards Institute (11). S. maltophilia was grown in
Mueller-Hinton Broth (MHB) at 37° C overnight and
diluted to 5x10° colony forming unit (CFU)/mL. Euge-
nol/ Pulegone solutions (200 uL)+microorganism (20
ML)+culture media (1800 pL) were inoculated into a
glass tubes and incubated for 24 h. 10% DMSO is
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used as negative control. The MIC was defined as
the lowest concentration of eugenol/pulegone show-
ing no turbidity (no visible growth of microorganism).
100 pL cell suspensions from the tubes with no tur-
bidity were poured onto Mueller-Hinton Agar (MHA)
plates and incubated overnight and the MBC was
defined as the lowest concentration of eugenol/
pulegone at which bacteria did not grow on agar me-
dia. The experiments were performed in triplicate.

Effect on biofilm formation

The effect of eugenol and pulegone on biofilm-
forming ability of S. maltophilia were tested by a mic-
roplate biofilm assay (33). Bacterial strain was prepa-
red as above, but Trypticase Soy Broth (TSB) supple-
mented with 5% D-glucose was used as culture me-
dia. Cultures diluted to 1:100 in fresh TSB with 5% D-
glucose. Totally 200 pL bacteria suspension and MIC
and MIC/2 of eugenol and pulegone were incubated
in sterile microplate at 37°C for 48 h. After incubation,
the wells were washed with distilled water twice to
remove the planktonic bacteria. The remaining bacte-
ria was subsequently stained with 0.1% crystal violet
solution for 10 minutes. Wells were washed again to
remove the excess crystal violet solution. After air-
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mentioned above. Control group was incubated wit-
hout eugenol or pulegone addition. After incubation
period at 37 °C for 48 h, the coverslips were gently
rinsed with PBS (pH 7.4) and fixed with 2.5% gluta-
raldehyde at 4 °C for 2 h. Following the glutaral-
dehyde fixation, the coverslips were washed again
with PBS for 1 h and dehydrated by increasing con-
centrations of ethanol. Specimens were air-dried and
coated by gold (Emmitech K550, UK) before exami-
ning with a SEM (JEOL, JSM-7600F; JEOL Ltd., Tok-
yo, Japan).

Results

Zone of inhibition measurements were found to be 39
mm and 28 mm for eugenol and pulegone, respecti-
vely. MIC and MBC values were found to be 3.12 mg/
mL (both are the same) for eugenol while these were
2.5 mg/mL and 5 mg/mL for pulegone, respectively.

The MIC value of eugenol obtained in this study was
found to be same as the MBC value, which suggests
that eugenol is bacteriostatic and bactericidal at 3.12
mg/mL concentration. On the other hand, pulegone
was found to be bacteriostatic at lower concentration
(2.5 mg/mL) than its bactericidal concentration (5 mg/

Table 1. MIC and MBC values of eugenol and pulegone against S. maltophilia

Eugenol Pulegone

(mg/mL) (mg/mL)
MIiC 2.50
MBC 5.00

*mg/mL: miligram/mililiters

drying, 200 ul of ethanol were added to each well and
incubated at room temperature for 10 m. 125 pl solu-
tion from each well transferred to another sterile tube
and the final volume was adjusted to 1 mL with distil-
led water. Optical density of the solutions was mea-
sured at 550 nm (Multiskan GO UV/Vis Microplate
Spectrophotometer, Thermo-Fisher Scientific, USA).
The effect of eugenol and pulegone on biofilm forma-
tion of S. maltophilia was calculated with the following
equation:

% Antibiofilm Effect= [(Control op — Sample op)/ Cont-
rol op] * 100

where control is the cell suspensions of bacteria con-
taining 10% DMSO without eugenol/pulegone. The
experiments were performed in triplicate.

Scanning Electron Microscopy (SEM)

To monitorize the antibiofilm activity, the highest bio-
film inhibiton was also observed by SEM using glass
coverslips and compared with the control group (8).
Sterile circle glass coverslips (2020 mm) were pla-
ced in biofilm assay tubes which were prepared as

mL) (Table 1).

Within the results of this study, the highest antibiofilm
activity was found to be 56.30+0.45% for MIC of eu-
genol (Figure 1). Inhibition effect of pulegone was
slightly lower than eugenol (39.31+0.79%). Antibio-
film activity of subMIC concentrations were similar for

Antibiofilm Activity

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

% Inhibition

Eugenol

Pulegon

SMIC  B8MIC/2

Figure 1. Antibiofiim activity of eugenol and pulegone
against S. maltophilia. Error bars represent the standard
error of the means from three biological replicates
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Figure 2. SEM images of S. maltophilia biofilm inhibition of eugenol at MIC concentration All images are taken at x2000 mag-
nification. A: Control, B: Eugenol treatment

both eugenol and pulegone.

As the highest biofilm inhibition rate was observed for
MIC of eugenol (56.30+0.45%) S. maltophilia biofilm
layer incubated with MIC of eugenol was also obser-
ved by SEM (Figure 2). The biofilm formation on the
control group glass coverslips which did not contain
eugenol (Figure 2A) were higly intense and it was
clear that bacteria cells colonized and accumulated
into the biofilm matrix. For the eugenol-incorporated
group, the microbial adhesion onto the glass covers-
lips were found to be decreased (Figure 2B). These
findings are the observable proof of the antimicrobial
and antibiofilm activity of eugenol against S. maltop-
hilia. As the biofilm inhibition rate was found to be
lower, S. maltophilia biofilm formation with pulegone
incorporation was not monitorized using SEM.

Discussion and Conclusion

Within the results of this study, eugenol found to be
more effective against S. maltophilia than pulegone.
Similar studies revealed out that eugenol exhibits an
excellent bactericidal activity against a wide range of
organisms like Escherichia coli, Staphylococcus au-
reus, Pseudomonas aeruginosa (44), Listeria mo-
nocytogenes (20), and Salmonella typhi (16). Recent
reports about te antimicrobial susceptibility of S. mal-
tophilia  strains  revelaed that trimethoprim-
sulfamethoxazole (TMP-SXT), chloramphenicol, mi-
nocycline and levofloxacin are active antibiotics for
the treatment of the infections caused by S. maltophi-
lia (10,14). According to the literature data, there has
been limited study on the antibacterial activity of eu-
genol and pulegone against a MDRO like S. maltop-
hilia, so, the present study is an important data. MIC
is the lowest concentration of the drug that allows no
visible growth and MBC is defined as the lowest con-
centration of the drug that kills nearly 99.9% of the
original inoculum (32). The MIC and MBC experi-
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ments revealed the least concentrations at which
eugenol and pulegone act as bacteriostatic and bac-
tericidal agent against S. maltophilia, respectively. S.
maltophilia isolates often display high-level multidrug
resistance (41). Recent evidence indicates that anti-
biotic efflux may be a contributing factor to the intrin-
sic and acquired multidrug resistance of S. maltophi-
lia (3). It is supposed that an effective antibiotic the-
rapy of S. maltophilia infections may require the tar-
geting of efflux mechanisms, in order to render the
organism more susceptible to available antimicrobial
agent (46). Bacterial biofilms are formed when plank-
tonic organisms come together to form a community
which attaches to a solid surface and encased in an
exopolysaccharide matrix (32). There are a few stud-
ies about the antibiofiim activity of eugenol and
pulegone for evaluating their clinical usage. Al-
Shabib et al. (4) reported eugenol as a broad-
spectrum anti-quorum sensing and antibiofilm agent
against toxin producing biofilm forming methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA). In a study
of Upadhyay et al. (40), it is suggested that eugenol
could potentially be used to control Listeria mono-
cytogenes biofilms in food processing environments.
Biofilm formation by S. maltophilia isolates from de-
vice-associated nosocomial infections has been in-
vestigated by researchers. De Oliveira-Garcia et al.
(15) suggested that flagella and fimbriae 1 (SMF-1)
produced by S. maltophilia can be involved in biofilm
formation of the bacteria. Recently, natural plant-
derived extracts are investigated for their activity on
eradication of the biofilm formation of microorgan-
isms. As far as we know, this is the first study about
the antibiofilm activity of eugenol and/or pulegone
against S. maltophilia strain. According to Brooke (9),
there is ongoing debate about the use of monothera-
py versus combination therapy to treat infections of
S. maltophilia, so new treatment strategies have in-
cluded the use of select antibiotics in synergy. Euge-
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nol or pulegone may be suggested as an alternative
synergistic compunds to enhance the mechanism of
antibiotics.

In conclusion, antibiotics play an important role for
medical treatment. However, there is growing crisis
due to the antimicrobial resistance of microorganisms
against the antibiotic drugs used in the pharmaceuti-
cal applications. Researchers now focus on the in-
vestigations of naturally occurring molecules with
antimicrobial and antibiofilm activity. This study re-
sults figured out that both eugenol and pulegone are
highly active against S. maltophilia strain which has
been known as multidrug-resistant bacteria. In re-
spect to the higher inhibition zone and antibiofilm
activity results, eugenol may be a clinically important
compound to be tested with further analysis such as
toxicity, pharmacokinetics, pharmacodynamics and
drug interactions.
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Ozet: Bu galismanin amaci, kisa siireli saklanan (0., 6., 12., 24. ve 48. saat) rat epididimal spermasinda farkli saklama
derecelerinin (4 °C ve 37 °C) ve karnitinin spermatolojik parametreler izerine etkisini arastirmaktir. Aragtirmada sper-
ma dondrii olarak 10 adet 8-10 haftalik yas ve 200-250 g agirliklarinda Wistar-Albino eriskin rat kullanildi. Epididimisler
anestezi altindaki ratlardan cerrahi teknikle alindi. Epididimal sperma numuneleri 6nce 4 ayri gruba ayrildi, numuneler
Tris (T) ve Tris + 2 mM Kkarnitin (TC) ile sulandirildi. Ardindan sulandirilan sperma numuneleri 4 °C (T - TC) ve 37 °C
(T - TC) de 48 saat sureyle kisa sureli saklandi. Saklama siresinin ardindan motilite ve anormal spermatozoa orani
analiz edildi. Uygulama 10 kez tekrar edildi. Calismanin sonucunda, tim deneysel gruplarda 48. saat sonunda anormal
spermatozoa oraninda artis ve motilite oraninda disme saptandi. Her iki sicaklik derecesinde motilite ve spermatozoa
morfolojik yapisinin karnitin katilan gruplarda (TC) daha iyi korundugu belirlendi. Sonug olarak, 4 °C deki motilite orani
37 °C ye kiyasla daha yiiksek ve anormal spermatozoa orani ise daha diistik bulundu.

Anahtar kelimeler: Epididimal sperma, karnitin, kisa sireli saklama, rat, spermatolojik parametreler

The Effect of Different Temperature and Carnitine on Liquid Storage of Rat Epididymal Semen
Summary: The aim of this study was to investigate the effects of different storage temperatures (4 °C and 37 °C) and
carnitine on spermatological parameters in liquid stored (0, 6, 12, 24 and 48 h) rat epididmal semen. In the study, 10
Wistar-Albino rats aged 8-10 weeks and weighing 200-250 g were used as semen. Epididymides of the rats were re-
moved by surgical technique under anaesthesia. Firstly, epididymal semen samples were divided into four groups and
samples were diluted with Tris (T) and Tris + 2 mM carnitine (TC). Then diluted semen samples stored in liquid up to
48 h at 4 °C (T - TC) and 37 °C (T - TC). After the storage time, the percentage of motility and abnormal spermatozoa
were analyzed. Applications were replicated ten times. In the study it was observed while the percentage of abnormal
spermatozoa increased, the percentage of motility decreased at the end of the 48 h in all experimental groups. At both
temperatures, it was determined that motility and morphologic structure of spermatozoa were better protected in car-
nitine supplemented groups (TC). In conclusion, the percentage of motility at 4 °C were higher and the percentage of
abnormal spermatozoa were lower than at 37 °C.

Key words: Carnitine, epididymal semen, liquid storage, rat, spermatological parameters

Girig

Spermanin sogutularak kisa sureli ve dondurularak
uzun sureli saklanmasi spermatozoanin canlliginin
korunmasi amaciyla pek ¢ok tiriin spermasinda uy-
gulanmaktadir. Ciftlik hayvanlarinda ve evcil hayvan-
larda spermanin dondurularak saklanmasi ve bu don-
durulmug spermanin suni tohumlama uygulamalarin-
da kullanilmasi Ustlin genetik kapasiteye sahip neslin
devamini saglamaktadir. Dondurma tekniginin kulla-
nim alanlarinin oldukga cesitli ve genis olmasi evcil
olmayan hayvanlarda 6rnegin rodentlerde de kullani-
mini da saglamaktadir (28,44). Reprodiktif materyal-
lerin dondurularak saklanmasi hayvan yetistirme
programlari, insan infertilite uygulamalari ve biyome-
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dikal arastirmalara da fayda saglamaktadir (17). Bi-
yomedikal calismalarda laboratuvar hayvanlari siklik-
la kullaniimaktadir. Fareler ve ratlar biyomedikal ¢a-
ligmalarin %97 sini olusturmaktadir (2,27). Fare ve
ratlarin dogal yolla uretilmeleri ve barindirilmalarinin
kolay olmasina ragmen, genetik olarak modifiye edil-
mis irklarin Uretilmeleri ve transportu oldukga maliyet-
li ve zordur (25). Bu zorluk, uretilmelerinde dogal
yolun kullaniimasina yol agmakla birlikte spermanin
dondurulmasi teknigi de cesitli irklarin genetik mater-
yallerinin uzun sireli saklanmasi ve transportunu
kolaylastiran ve rodent irklarinin muhafazasindaki
maliyeti azaltan énemli bir biyotekniktir (5,9). Sper-
manin kisa silreli ve uzun silreli saklanmasi teknigi
pek ¢cok memeli tiriinde kullaniliyor olmasina karsin
bazi rodent tirlerinde zorluklar bulunmaktadir (44).
Rodent tiirlerinden fare ve rat spermatozoasinin birbi-
rine benzer Ozelliklerinin bulunmasina ragmen rat
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spermatozoasinin mekanik strese duyarlihdinin ve
membran gegirgenliginin farkli olmasi nedeniyle fare-
lerde uygulanan sperma saklama protokolleri ratlara
adapte edilememistir (36). Rat spermatozoasinin
uzun bir kuyruga sahip olmasi, bas yapisindaki ve
membran lipid kompozisyonundaki farklilik soguk
sokuna kargi asiri duyarli olmasina yol agmaktadir
(15,20,22). Bu sebeplerden dolayi kabul edilebilir ve
tekrarlanabilir rat spermatozoa saklama protokoli
bulunmamaktadir (45). Spermanin dondurularak sak-
lanmasi teknidi, spermatolojik parametrelerde geri
dontslimsiiz hasarlara ve sonugcta fertilizasyon kapa-
sitesinde azalmaya yol acgtigindan ratlarda kullanimi
sinirlidir (11). Spermanin sodutulmasi ve dondurula-
rak saklanmasi sirasinda oksidatif stress olusmakta-
dir. Olusan oksidatif stres etkisiyle asiri Uretilen reak-
tif oksijen tirleri (ROS) de spermatozoa plazma
membranlarinda yag asitleri ve fosfolipitlerde lipid
peroksidasyona yol acarak kalici hasarlar olustur-
maktadir (13,24). Spermatozoa ve seminal plazmada
bulunan antioksidanlar ile hiicre kendi yapisini oksi-
datif strese karsi korumaya calismaktadir (24). Ancak
bu koruma spermatozoa yapisina bagli olarak sinirh
oldugundan spermanin saklanmasi sirasinda sulan-
diricilara antioksidan ilaveleri yapilmaktadir (3,7). Rat
spermasinda da basaril saklama protokollerinin ge-
listiriimesi amaciyla yapilmis pek ¢ok arastirma bu-
lunmaktadir (9,19,20,21). Rat epididimal spermatozo-
asinda kisa sureli saklama g¢alismalarinin bulunmasi-
na ragmen antioksidan madde olan karnitinin kullanil-
digi ve farkli saklama sicaklik derecelerinin test edil-
digi bir galisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin
amaci; ratlarda epididimal spermanin kisa sureli sak-
lanmasinda farkh sicaklik dereceleri ve sperma su-
landiricisina katilan karnitinin spermatolojik paramet-
reler Uzerine etkilerini belirlemektir.

Gereg ve Yontem
Hayvan Materyali

Bu calisma, Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu (No: 15/137) tarafindan onaylanmis
olup Erciyes Universitesi Deneysel Arastirmalar Uy-
gulama ve Arastirma Merkezi'nde yurGtilmustur.
Sperma dondori olarak 10 adet 8-10 haftalik, 200-250
g agirliklarinda Wistar-Albino eriskin rat kullanildi.
Calisma, ergin erkek ratlarin epididimal spermalari
Uzerinde yurutuldu.

Ornek Toplama ve Epididimal Spermanin Sulandi-
rilmasi

Calismada kullanilacak olan ratlardan ketamin/
ksilazin anestezisi altinda, testis Ureme organi disari-
ya alinip yag dokularindan arindirildiktan sonra epidi-
dimis yapisi ayirdedildi. Sag ve sol kauda epididimis-
ler petri kutusu igerisindeki 1 ml fizyolojik tuzlu suda
(% 0.9'luk NaCl) bistiri ve makas yardimiyla iyice
parcalanarak epididimal dokudaki spermatozoonlarin
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siviya gecmesi saglandi. Epididimal spermanin su-
landirnimasi amaciyla Tris buffer sollisyonu [Trisma
base (T6066, Sigma-Aldrich, Co) 3.63 g, glukoz 0.50
g, sitrik asit 1.99 g ve distile su 100 ml pH 7 ye ayar-
lanmistir] hazirlandi (22,23). Epididimal sperma nu-
muneleri 4 ayri gruba ayrilarak final konsantrasyonu
1-3 x 107/mL spermatozoa olacak sekilde tris sulan-
dirict (T) ve 2 mM karnitin (C0283, Sigma-Aldrich,
Co) katilmig tris sulandiricisiyla (TC) sulandirilarak 4
°C de (T ve TC grubu) ve 37 °C de (T ve TC grubu)
olmak Uzere 5 farkli sirede (0, 6, 12, 24, 48 saat)
bekletildi. Tim gruplar bes farkh siire sonunda motili-
te ve anormal spermatozoa orani gibi spermatolojik
ybnden analiz edildi.

Spermatolojik Muayeneler

Spermatozoa motilitesi: Belirtilen sirelerin sonunda
sulandirilmis sperma orneklerinden kiiglik bir damla
lam Uzerine alinip lzerine lamel kapatilarak i1sitma
tablasi 37 °C'ye ayarlanmis mikroskobun 400’lik
blylUtmesinde subjektif yolla motilite orani belirlendi.
Motilite analizleri g farkli mikroskobik saha incelene-
rek yapildi. Bu Ug farkli sahanin ortalama degerleri
ylzde motilite orani olarak hesaplandi (37).

Anormal spermatozoon oran: Tim deney grupla-
rinda bes farkli saklama siresinin sonunda anormal
spermatozoa oraninin belirlenmesi amaciyla; temiz,
kuru ve 6nceden isitiimis (37 °C) bir lama bir damla
sperma numunesi ve birka¢ damla Eozin-Nigrozin
(1.67 g eozin, 10 g nigrozin, 2.9 g sodyum sitrat ve
100 ml distile su) karigimi boya damlatilarak bir lam
yardimiyla karigtirilip homojen hale getirildi. Daha
sonra bu sperma-boya karisimindan ince frotiler geki-
lerek ¢ok kisa sirede kurumasi saglandi. Kurutma
isleminin ardindan frotiler mikroskobun 400’lik biyut-
mesinde incelendi. Bir frotide toplam 300 spermato-
zoon incelenerek bas, kuyruk ve toplam anormal
spermatozoon orani yuzde olarak ifade edildi (39).

Istatistiki Analizler

Deneysel galigmalar 10 kez tekrar edildi. 4 °C ve 37
°C gibi iki fakli sicakliklarda saklanan Tris ve
Tris+Karnitin gruplari arasindaki farkligin énem kont-
rolint karsilastirmak igcin Mann Whitney U testi ile
0., 6., 12, 24., 48. saatler arasindaki farkliigin dnem
kontrolinde Friedman testi, ikili kargilastirmalarda
ise Wilcoxon testi kullanildi. istatistik analizler IBM
SPSS 22 programi ile yapildi.

Bulgular

iki farkli sicaklik derecesinde (4 °C ve 37 °C) kisa
sureli saklanan rat epididimal spermatozoa motilitesi
lizerine karnitinin etkileri Tablo 1’ de gosterildi. 4 °C
de saklanan rat spermasinda, T ve TC gruplarinda; 0.
ve 6. saatte kaydedilen motilite oranlari 48. saattekiy-
le kiyaslandiginda istatistiki agidan ciddi bir diigsme
kaydedildi (P<0.001). Rat epididimal spermasinin 37
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Tablo 1. iki farkli sicaklik derecesinde (4 °C ve 37 °C) kisa siireli saklanan rat epididimal spermatozoa motilite orani (%) tizeri-

ne karnitinin etkileri

Saat [Medyan (%25-%75)]

P degeri
s'ﬁzk' Grup N 0. saat 6. saat 12. saat 24. saat 48. saat (F”t‘:tsj:;'an
Tris 10 78° 30° 20.8* 11.0% 5.0° <0.001
20 (T) (70.8-80.8)  (27.9-35.0)  (20.0-25.8)  (10.0-12.0)  (4.0-5.0) :
Tris+Karnitin 10 75.5° 60.5% 43.3° 20.0% 10.0° <0.001
(TC) (72.5-80.7)  (55.0-65.0) (38.8-46.7)  (18.8-21.5)  (7.8-10.0) .
P degeri (Mann Whitney U test) 0.912 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Tris 10 80.0° 20.0% 13.3" 6.0 4.0° <0.001
370 (T) (70.0-80.0)  (19.6-21.0)  (10.0-15.0) (5.0-8) (0.0-5.0)
Tris+Kamitin 75.0° 40.0° 30.0° 10.0% 5.5° <0.001
(TC) (70.0-80.0)  (38,3-45.0) (28.7-31.6)  (10.0-11.7)  (5.0-7.8) :
P degeri (Mann Whitney U test) 0.853 <0.001 <0.001 <0.001 0.003

abe. Ayni satirda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (Friedman Test). Siitunlar arasi gruplar-
da 6nemlilik Mann Whitney U test sonuclarina gére degderlendirildi.

Tablo 2. iki farkl sicaklik derecesinde (4 °C ve 37 °C) kisa siireli saklanan rat epididimal spermatozoa bag bdlge anomali

orani (%) Uzerine karnitinin etkileri

Saat [Medyan (%25-%75)] P degeri
(Friedma
Sicakhk Grup N 0. saat 6. saat 12. saat 24. saat 48. saat n test)
Tris 10 3.0° 4.0° 6.0 13.0° 23.0° <0.001
4°c ) (1.8-33)  (3.0-4.3) (6.0-7.0) (11-14.3) (21.8-26)
Tris+Karnitin 10 2.5° 3.0° 5.0% 14.0°° 21.0° <0.001
(TC) (1.8-3.3) (2-3.3) (4.0-6.0) (12.8-15.0) (20-22.3) :
P degeri (Mann Whitney U test) 0.505 0.056 0.010 0.233 0.032
Tris 10 2.0° 7.0 225" 35.0% 38.0° <0.001
37 °C (M (2.0-3.0) (5.8-7.5)  (21.0-24.0)  (34.0-36.0)  (37.0-39.3) :
Tris+Karnitin 10 2.0° 3.5° 13.0%° 24 5° 27.5° <0.001
(TC) (1.0-3.3)  (2.8-4.3)  (11.8-13.3) (24-25.3) (24.5-29.3) :
P degeri (Mann Whitney U test) 0.751 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

abed: Ayni satirda farkll harf tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (Friedman Test). Siitunlar arasi grup-
larda 6nemlilik Mann Whitney U test sonuglarina gére degerlendirildi.

Tablo 3. iki farkl sicaklik derecesinde (4 °C ve 37 °C) kisa siireli saklanan rat epididimal spermatozoa kuyruk anomali orani

(%) Uzerine karnitinin etkileri

Saat [Medyan (%25-%75)]

P degeri
S'ﬁzk' Grup N 0. saat 6. saat 12. saat 24, saat 48. saat (Fr;eecsl:r)\ an
Tris 10 3.0° 7.0%®° 9.0%® 12.8™ 25.0° <0.001
) (1.8-4.3)  (6.0-7.0) (8.0-9.3) (14.0-15.0)  (20.5-26.3) :
Tris+
4°C > 3.0° 4.0 7.5 9.5 14.0°
K"(‘:.';:';'“ 0 (24 (3.75-5)  (6.75-9.25)  (9-10.25) (13-15) <0.001
P degeri
(Mann Whitney U test) 0.786 <0.001 0.150 <0.001 <0.001
Tris 10 3.0° 8.0 11.0% 24.0° 26.0° <0.001
) (1.8-4.0)  (6.8-9.0)  (10.0-13.0)  (24.0-25.0)  (24.8-29.3) :
o Tris+
37°C > 3.5 6.5 8.0% 13.0" 22.5°
K?;'g;'“ 10 (20400 (507.0)  (7.090)  (11.8140)  (20.8-23.3) <0.001
P degeri
(Mann Whitney U test) 0.432 0.017 <0.001 <0.001 0.002

abe Ayni satirda farkll harf tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (Friedman Test). Situnlar arasi
gruplarda 6nemlilik Mann Whitney U test sonuclarina gére degerlendirildi.
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Tablo 4. ki farkli sicaklik derecesinde (4 °C ve 37 °C) kisa siireli saklanan rat epididimal spermatozoa toplam morfolojik ano-

mali orani (%) tizerine karnitinin etkileri.

Saat [Medyan (%25-%75)] P degeri
(Friedman
Sicakhk Grup N 0. saat 6. saat 12. saat 24. saat 48. saat test)
Tris 10 6.0° 10.5% 15.0° 26.5% 47.0¢ <0.001
M (4.07.3)  (9.0-11.3)  (14.0-16.3)  (25.0-28.5)  (45.5-49.5) :
0, .
4°c KZ::; a 10 5,57 7.0° 12.5% 23.0% 35.0° <0001
1C) (4.07.0)  (6.0-8.0) (12.0-14.0)  (22.325.3)  (34.0-36.3)
fMien%e‘;:,himey U test 0.671 <0.001 0.014 0.005 <0.001
Tris 10 5.5 14.0%° 34.0" 59.0° 64.0° <0.001
M (45-6.3) (13.0-17.0)  (32.8-34.5)  (58.8-60.0)  (61.3-67.5) :
37°C Tris+
. 6.0° 10.0% 20.5" 37.5% 49.0°
Ka(‘;'z:';'" 0 4863) (80-11.0)  (19.8:220)  (37.0-38.0)  (46.8-53.0) <0.001
P degeri 0.726 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

(Mann Whitney U test)

abed, Ayni satirda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (Friedman Test). Sutunlar arasi grup-
larda énemlilik Mann Whitney U test sonuclarina gére degerlendirildi

°C de T ve TC gruplarinin her ikisinde de ilerleyen
saklama siiresi sonunda motilite oraninda ciddi dis-
meler kaydedildi (P<0.001). T ve TC gruplari karsi-
lastirldiginda, 4 °C de TC grubunda 6. saatten itiba-
ren 48. saate kadar ilerleyen farkli saklama sureleri
boyunca T grubuna kiyasla istatistiki agidan farkli ve
yliksek bir motilite orani gézlendi (P<0.001). 37 °C'de
T ve TC gruplan kendi aralarinda kiyaslandiginda,
her iki grupta da 0. saatte kaydedilen motilite orani
istatistiki olarak benzer iken (P>0.05), diger saatlerde
TC grubunda kaydedilen motilite oranlari T grubuna
kiyasla istatistiki acidan daha yuksek bulundu
(P<0.01; P<0.001). Calismada, 4°C de karnitin kati-
lan TC grubunda diger tim gruplara kiyasla daha
yiiksek motilite orani kaydedildi. iki farkli sicaklik de-
recesinde (4 °C ve 37 °C) kisa sireli saklanan rat
epididimal sperm bas bdlge anomalisi Gizerine karniti-
nin etkileri Tablo 2’ de gosterildi. Rat epididimal sper-
masi 4 °C ve 37 °C‘de T ve TC gruplarinin her ikisin-
de de 48. saate dogru ilerleyen saklama suresince
spermatozoa bas anomali oraninda istatistiki agidan
6nemli bir artig gbzlendi (P<0.001). 4 °C’ de 12. ve
48. saatlerde, 37 °C'de 6., 12., 24. ve 48. saatleri
arasinda bas anomalisi orani TC grubunda istatistiki
olarak daha diisiik kaydedildi. iki farkl sicaklik dere-
cesinde (4 °C ve 37 °C) kisa sireli saklanan rat epidi-
dimal sperm kuyruk anomalisi Gzerine karnitinin etki-
leri Tablo 3’ de gosterildi. Her iki saklama sicaklik
derecelerinde saatlere gére degerlendirme yapildi-
ginda; T ve TC gruplarinin her ikisinde de saklama
periyodunun ilerlemesiyle kuyruk anomalisi oraninda
o6nemli derecede artis gozlendi (P<0.001). 4 °C de
saklanan TC grubunda 6., 24., ve 48. saatlerde, 37
°Cde saklanan TC grubunda da 6.,12., 24., ve 48.
saatlerde T grubuna kiyasla istatistiki olarak daha
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diisiik anomali orani kaydedildi. iki farkh sicaklik de-
recesinde kisa sureli saklanan rat epididimal sperma-
tozoa toplam morfolojik bozukluklar tGzerine karnitinin
etkileri Tablo 4’ de gosterildi. Saatlere gére degerlen-
dirme yapildiginda T ve TC gruplarinda ilerleyen za-
manla beraber spermatozoanin toplam anomali ora-
ninda istatistiki agidan anlamh bir artis saptandi
(P<0.001). T ve TC gruplari kendi aralarinda karsi-
lastirildiginda; 4 °C ve 37 °C’ de yapilan kisa sureli
saklamanin 6.,12.,24.,ve 48.saatlerinde TC grubunda
istatistiki olarak daha diistk toplam morfolojik anoma-
li orani kaydedildi, 4 °C’ nin morfolojik yapiy! koruma-
da 37 °C’ ye kiyasla daha etkin oldugu saptandi.

Tartisma ve Sonug

Spermanin saklanmasinda iki Gnemli prosedur kulla-
nilmaktadir. Bunlardan biri kisa sureli saklama digeri
ise uzun sulreli dondurularak saklamadir. Sperma
saklama prosedurlerinin ortak amaci saklama suresi
boyunca spermatozoa canlliginda devamhliginin
saglanmasidir. Spermatozoanin canhhgini koruyan
ve devamliligini saglayan spermanin uygun sulandiri-
cilarla sulandiriimasi ve saklama sicakhgdinin disirul-
mesidir. Bu durum, spermatozoa metabolizmasinin
yavasglamasini, fertil yasam siresinin uzatiimasini ve
sperma saklama protokoliiniin basariya ulagmasini
saglamaktadir (29,47).

Yapilan bu calismada, rat epididimal spermasinin
kisa sureli saklanmasi stresince ilerleyen zamana
bagl olarak spermatolojik parametrelerden motilite ve
anormal spermatozoa oraninda sekillenen degisimler
ve bu degisimler Uzerine karnitinin etkileri gosterildi.

Pek cok rat irkinin spermasinin dondurulmasina ilis-
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kin calismalar bulunmakla birlikte bu calismalarin
farkh arastirma grubu ve laboratuvarlarinda tekrarlan-
malarinda sikintilarin oldugu bildiriimektedir (46).

Yapilan galismada, saklama saatlerine gbre deger-
lendirme yapildiginda T ve TC gruplarinda iki farkl
saklama sicakliginda da saklama siresinin 0. saatin-
den 48. saate dogru ilerlemesiyle beraber motilite
oraninda ciddi bir digsme gdézlendi. Bu durum, rat
spermatozoonunun ebatlarina, non spherik sekillerine
bagl olarak sogutma iglemlerinde zorluklarin olmasi-
na ve hicrelerin biyofiziksel cevaplarinin farkhilk gos-
termesine baglanmaktadir (18). Rodent sperm karak-
terleri memeli spermatozoasindan membran lipid
icerigi, kompozisyonu ve uzun kuyruk yapisindaki
farkhhga bagh olarak degisiklik gostermektedir
(29,30). Bu nedenle, rat spermi santrifligasyon, pH,
viskosite, osmotik basing gibi cevresel degisimlere de
oldukga duyarlidir (31,34,36,41). Sogutmayla beraber
sekillenen soduk sokunun etkisiyle rat spermatozoa-
sinda geri dénlsimsiz hasarlar olusmakta, memb-
ran kolesterol igeriklerinde farkliik meydana gelmek-
te ve sonug olarak membran akigkanhgi ve su gegir-
genligini degistirmektedir (19). Memeli spermatozoasi
metabolik ihtiyaclar icin gereken enerjiyi hem mito-
kondrial oksidatif respirasyon hem de glikolizis saye-
sinde saglamaktadir. Bu enerjinin, yeterli ve surekli
saglanmasi flagellumun hareketi yani spermatozoa
motilitesi icin gereklidir (12). Bu nedenle sperma su-
landiricilarina enerji saglayici katki maddelerinin ek-
lenmesi spermatozoa fonksiyonlari icin gereken ATP
sentezlenmesinde o6nemli oldugu ve dondurma-
¢ozdurme sonu soguk hasarina karsi koruyucu etkisi-
nin oldugu bildiriimektedir (46). Rat spermatozoasinin
membran ve morfolojik yapisinda saklama suresinin
ilerlemesiyle beraber gdzlenen bozukluklar motilite
kaybini da indiklemektedir. Clnkl spermatozoonun
orta kisminda oksidatif fosforilasyona bagh olarak
ATP sentezlenmesinde gorevli aksonemlerce gevre-
lenmis mitokondrialar bulunmaktadir. Uretilen bu
enerji de sperm metabolizmasi ve sperm motilitesin-
de kullaniimaktadir (38).

Calismamizda rat epididimal spermatozoasinda g6z-
lenen bas ve kuyruk bdlge morfolojik anomalileri mi-
tokondriadaki hasara da yol acabileceginden motilite
kaybiyla karsimiza c¢ikabilmektedir. Spermanin sogu-
tulmasi safhasinda olusan soguk soku etkisiyle motili-
tedeki kayiplar rat (34,41), tavsan (34) ve koglarda
(14) gosterilmigtir. Rat spermatozoasi ve testis doku-
sunun dondurulabilirligi ve ¢6zim sonu yasama guci
ile reprodiiktif yetenegdi de oldukga kisitlidir (30). Ca-
lismanin motilite sonuglarina goére, her iki saklama
sicakliginda da (4 °C ve 37 °C) saklama suresinin 48.
saate dogru ilerlemesiyle beraber énemli derecede
motilite kaybinin olustugu, 4 °C’nin 37 °C’ye kiyasla
motiliteyi daha iyi korudugu séylenebilmektedir. Bu
durum, spermatozoanin sogutulmasiyla beraber me-
tabolizmasini yavaglatarak motilite ve fertil yasam
suresinin uzatmasina baglanmaktadir (29,47). Calis-
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mamizin motilite sonuglari, Varigh ve ark.’nin (43)
calismalari sonucunda elde ettikleri motilite sonuglari-
na benzerlik gostermesine karsin 4 °C nin diger sak-
lama derecelerine kiyasla daha hasar verici buldukla-
ri sonucundan farkhhk gostermektedir. Bu durum,
c¢alismamizda kullanilan rat irkinin farkh olusuna ve
sulandiricida kullandigimiz karnitinin olumlu etkisinin
g6zlenmesine baglanmistir. Calismamizda, her iki
saklama sicakliginda da karnitin katilan gruplarda
sadece trisle sulandirilan gruplara kiyasla motilitenin
o6nemli derecede iyi korundugu saptanmistir. Bu du-
rum, karnitinin 6nemli bir antioksidan madde olmasi-
na ve saklama suresince sekillenen lipid peroksidas-
yona kars! antioksidatif 6zellik gdstermesine baglan-
mistir. Spermanin in vitro maniplasyonu siresince
sogutma ve dondurma gibi islemlere maruz kalmasi
spermada reaktif oksijen turlerinin (ROS) asir uretil-
mesine yol agmaktadir (6). Reaktif oksijen tiirleri oksi-
jen metabolizmasinin bir Grinu olarak karsimiza ¢ikar
ve spermatozoada plazma membrani ve mitokondria-
lari diizeyinde olusur. Sonuncu mekanizma, sperma-
tozoadaki ROS’un temel kaynagidir. Cunkl, sperma-
tozoada motilite igin gerekli enerjiyi saglayabilmek
amaciyla ¢ok sayida mitokondria bulunmaktadir.
Spermada spermatozoa fonksiyon bozukluklarinda
ROS duzeyi 6nemli derecede artmaktadir bu da mito-
kondrial fonksiyonu bozarak motilite gibi tim sperma-
tozoa fonksiyonlarini geri doniisimsiiz hasara ugrat-
maktadir (1,21). Asirnt ROS uretimini dengede tutmak
amaciyla seminal plazma ve spermatozoada dogal
antioksidanlar bulunmaktadir (35). Ancak kisith mik-
tarlarina bagli olarak sperma sulandiricilarina antiok-
sidan ilaveleri yaygin sekilde yapilmaktadir (3,16).
Calismamizda karnitin kullanilmis gruplarda motilite-
nin sadece tris ile sulandirilan gruplara kiyasla daha
iyi korunmasi da antioksidanlarin ROS olusumunu
engellemeleri ya da direkt yok etmeleri ile spermato-
zoa plazma membranindaki lipidlerin korunmasina ve
dolayisiyla spermatozoa motilite ve canhliginin mu-
hafazasini sagladigi bilgisiyle paralellik gostermekte-
dir (26). Sariézkan ve ark.’nin (34) kisa sireli sakla-
manin yapildidi tavsan spermasinda 0.5 mM dozda
karnitinin saklamanin 12. saatinde motilite, akrozomal
ve membran bitinliginde énemli derecede koruma
sagladigini  bildirmislerdir. Yaptidimiz ¢alismanin
sonucu belirtilen calismanin sonuglariyla benzerlik
gOstermektedir. Ayrica, karnitinin kullanildigi, boga
spermanin dondurulmasi-¢ézdirilmesi sonrasi moti-
lite Uzerine olumlu etkisinin gosterildigi galisma ile de
paralellik gostermektedir (8).

Yapilan galismada rat epididimal spermasinin iki fark-
Il saklama sicakliginda kisa sireli saklanmasinda
saklama siresinin ilerlemesiyle beraber bas, kuyruk
ve toplam anormallik oraninin artig gosterdigi, karnitin
ilave edilen gruplarda sadece trisle sulandirilan grup-
lara kiyasla istatistiki agidan énemli derecede koruyu-
cu etki yaptigi ve 4 °C’ de normal morfolojik yapi bi-
tanlGguniin 37 °C’ ye kiyasla daha iyi korundugu tes-
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pit edildi. Galismanin sonuglari, kisa sureli saklama-
da ilerleyen zamana bagli olarak tavsanlarda (35) ve
bizonlarda (23) motilite, canlilik ve normal morfolojiye
sahip spermatozoa oraninda ciddi kayiplarin oldugu
ve rat epididimal spermasinin 4 °C de sogutulmasinin
akrozomal butlinluk Uzerine zarar verici etkisi olmadi-
gina dair ¢aligsmalarin sonuglariyla uyum géstermek-
tedir (41).

Sonug olarak, sperma sogutulmasi siliresince sekille-
nen soduk soku nedeniyle spermatozoa membran
yapisi ve ortamin ozmotik yapisi degisiklide ugra-
maktadir. Bu degisiklikler, kisa sureli saklama sure-
since ilerleyen zamanin da etkisiyle spermatolojik
Ozellikleri olumsuz etkilemektedir. Sperma sulandiri-
cilarina antioksidatif 6zellige sahip ajanlarin katilmasi
spermatolojik dzellikleri korumaktadir. Yapilan calig-
mada 4 °C ve 37 °C lerde kisa siireli saklama siire-
since ilerleyen zamana karg! rat spermatolojik para-
metrelerinden motilite oraninda dusme, bas, kuyruk
ve toplam spermatozoa morfolojik anomalilikler ora-
ninda artis oldugu ancak, 4 °C’ de muhafaza edilen
ve karnitin ilave edilmis gruplarda spermatolojik para-
metrelerin sadece ftrisle sulandirilan gruplara kiyasla
daha iyi korundugu tespit edilmigtir.
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Summary: Hepatitis A is transferred via fecal-oral route, direct contact from person to person or with ingestion of con-
taminated food. Foods like, raspberries, strawberries and blueberries are important source of hepatitis A virus (HAV).
Frozen retail packaged raspberries are analyzed in this study. Frozen raspberry samples have were obtained from
local supermarkets monthly between January and December 2015 in Ankara province, Turkey. The samples were
evaluated for HAV contamination using ISO/TS 15216-1:2013 in duplicate and Mengovirus was used for process con-
trol. Samples that found to be contaminated with HAV were further analyzed for Enterobacteriaceae Coliform and
Escherichia coli. Totally 240 samples were analyzed and 20 (8.33%) were found to be contaminated with HAV. The
highest HAV prevalence was on 6™ month (25%). On the contrary no HAV was found on 3", 4™ and 10" months of
analyzes. The highest Enterobacteriaceae, Coliform and E. coli counts were found on 2" month 4.90, 4.84 and, 3.48
logqo cfu/g, respectively. The results indicate that even the food relies with the microbiological criteria, there is no guar-
antee for viral contamination. Additionally, high cost of virus analyzes is another barrier for routine control which has a
direct impact on public health. Additional measures like HACCP, GHP and GMP should be applied strictly from farm to
fork to avoid contamination with HAV.

Key words: Coliform, Enterobacteriaceae, Escherichia coli, hepatitis A, raspberries

Dondurulmug Ahududularda Hepatit A Viriis, Enterobacteriaceae, Koliform ve Escherichia coli Kontaminasyo-
nunun Belirlenmesi
Ozet: Hepatit A viriisi (HAV), genellikle fekal-oral yolla, kisiden kisiye direkt temas veya kontamine gida ve suyun
alinmasiyla bulagmaktadir. Dondurulmus ahududu, ¢gilek ve yabanmersini gibi Gzimsi meyveler kategorisinde yer alan
artnler, HAV kontaminasyonu acisindan énemli kaynaklar arasinda yer almaktadir. Bu ¢alismada piyasada paketli
olarak satilan dondurulmus ahududu ornekleri kullanilmistir. Dondurulmus ahududu 6érnekleri, 2015 yilinda Ankara’da
bulunan marketlerden Ocak-Aralik aylari arasinda her ay 20 tane olacak sekilde toplanmigtir. Calisma konusunu
olusturan ahududu 6rneklerinde HAV analizi ISO/TS 15216-1:2013 uygun olacak sekilde iki paralel olarak yapilmistir
ve proses kontroli igin Mengovirts kullanilmistir. HAV pozitif bulunan érneklerde Enterobacteriaceae, Koliform bakteri
ve E. coli sayimlari gergeklestiriimistir. Toplam 240 adet ahududu 6rneginin 20 adetinin (%8,33) HAV pozitif oldugu
tespit edilmistir. En yiksek prevalansin 6. ayda (%25) oldugu tespit edilirken, 3, 4 ve 10. aylarda alinan érneklerde ise
HAV bulunmamistir. En yuksek Enterobacteriaceae, koliform ve E. coli sayilarinin 2. ayda oldugu ve bu ayda sirasiyla
4,90, 4,84 ve 3,48 log1o kob/g bakteri oldudu tespit edilmistir. Bu sonuglar gidalarin mikrobiyolojik kriterlere gore bakter-
iyel ajanlar bakimindan yeterli kosullari saghyor oldugunu gdsteriyor olmasina ragmen, viral etkenler bakimindan her-
hangi bir garanti saglamadigini géstermektedir. Ayrica ylksek maliyetli viris analizleri, halk saghgi Gzerinde dogrudan
etkisi olan rutin kontrollerin yapilmasi igin bir engel olusturmaktadir. HACCP, GHP ve GMP gibi ilave 6nlemler, HAV ile
bulasmayi 6nlemek igin kesinlikle giftlikten ¢atala kadar uygulanmalidir.
Anahtar kelimeler: Ahududu, Enterobacteriaceae, Escherichia coli, hepatit A, koliform

gens (25). Food might be contaminated with feces,
which may carry virus, bacteria or other health haz-
ard organisms. Due to this idea food borne virus con-

Introduction

Viruses need live cells to replicate, and essentially

intracellular living beings. Therefore, the amount of
viruses neither increases during processing, transport
and storage, nor causes any sensory changes in
foods (21). All food-borne viruses are human patho-
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tamination usually thought to indicate fecal contami-
nation of foods

Food-borne viruses are divided into three groups;
viral gastroenteritis (Norovirus, Rotavirus and, Astro-
virus), viral hepatitis (Hepatitis A and E) and other
food-borne viruses (Enteroviruses) (24). Hepatitis A
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virus (HAV) belongs to the genus Hepatovirus of the
Picornaviridae family. HAV is a positive sense virus
that has a single helix RNA and it has a diameter of
27-32 nm and no membrane (4, 22, 24). HAV disin-
fectants are quite resilient to low pH, temperature and
environmental conditions (22, 23).

Hepatitis A is generally transmitted through fecal or
oral means, direct contact between people, or the
intake of contaminated food and water (16, 22, 23).
Food can be contaminated with HAV both during
growing and later phases (27). Nearly 1.5 million hep-
atitis A cases occur worldwide each year (16). Marine
crustaceans, fresh vegetables and fruits, salads, milk
and, convenience food products that cause outbreaks
most (1, 5, 23, 27, 28). Due to low infectious dose
and long incubation period of the disease in food-
borne hepatitis A outbreaks, the cause cannot be
determined in 50% of the cases (3, 27). Contamina-
tion of foods usually is heterogynous, and the con-
taminating particle numbers are lower than the num-
bers in feces (2).

Such fruits as raspberries and strawberries are con-
sidered to be an important source of HAV contamina-
tion (10, 29). These fruits can be contaminated due to
the usage of waste water during agricultural irrigation,
fertilization or later processing stages conducted by
infected personnel (8, 29, 30, 31). Hepatitis A out-
breaks occur when these products are put on sale
unpacked and touched with bare hands in markets.
Additionally, they are not put through multi-phase
washing processes so that their shelf-lives or sensory
qualities are not affected (14). The risks posed by
fruits are regarded as serious by European Union
Prompt Alarm System. The records of the year 2013
alone reveal 13 cases, all of which report HAV con-
tamination of grape-like plants (11). The studies con-
ducted in Turkey are mostly seroprevalence studies,
and studies regarding the presence of HAV in food
products are very limited. This study can be accepted
as the first report for HAV contamination and preva-
lence of frozen raspberries and it is first to represent
possible link and correlation between fecal contami-
nation and HAV contamination.

Material and Methods

In this study, samples of packaged frozen raspberry
[Rubusideaus, (Ln.)], have been analyzed. 20 sam-
ples were obtained from local supermarkets monthly
between January and December 2015 in Ankara
province, Turkey. After the samples were obtained,
they were brought to the laboratory and analyzed
within 2 hours.

Table 1. Primer sequences used for detection of hepatitis A virus
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The HAV analysis of the raspberry samples in this
study was performed according to ISO/TS 15216-
1:2013 (20). Mengovirus was used for process con-
trol. All samples were analysed in two parallels. En-
terobacteriaceae counting was performed according
to ISO 21528-2 method (18), coliform bacteria count-
ing 1ISO 4832 (19) and Esherichia coli counting ISO
16649-2 (17) methods. HAV analyzes were held after
elution and concentration of virus particles and real
time PCR was used to demonstrate the contamina-
tion. For this purpose the raspberry samples were
mixed for 20 min with an equal volume of buffer con-
taining 0.25 mol I Tris base and 1.92 mol I”" glycine
(Sigma, St Louis, MO, USA), and the liquid was
transferred to a centrifuge tube. The tubes were cen-
trifuged at 9.000 g for 30 min at 4°C. The superna-
tants were transferred to another tube, and
0.05 volumes of 10 mg ml™' bovine serum albumin
(Promega, Madison, WI, USA) and 0.1 volume of
5 mol I" sodium chloride were added to each sam-
ple. The samples were mixed well by inversion. An
equal volume of 17% polyethylene glycol (Sigma)
was added to each sample, and the samples mixed
by inversion and incubated overnight at 4°C. Follow-
ing overnight incubation, the samples were centri-
fuged at 9.000 g for 30 min at 4°C, and the pellets
were stored for further extraction.

After HAV recovery from samples, the viral pellet was
dissolved in 1 ml of acid guanidinium thiocyanate—
phenol-chloroform mixture (Biotecx Laboratories Inc.,
Houston, TX, USA). Total RNA was precipitated from
the aqueous phase by the addition of an equal vol-
ume of 100% isopropanol, washed with 75% ethanol
and solubilized in RNase-free water. During RNA
extraction, special care was taken to avoid cross-
contamination by separating pre- and post-PCR work
areas and using aerosol-resistant tips. Following con-
ventional PCR, a NRT-PCR was performed using a
set of internal primers, forward, reverse, and a Tag-
Man probe (FAM). The primer sequences are shown
in table 1. The TagMan probe, containing a 5' report-
er dye and a downstream 3' quencher, hybridized to
a specific sequence of the target HAV sequence am-
plified by the NRT-PCR. The amplification reactions
were carried out in a total volume of 25 pl containing
1x PCR Master-mix (Applied Biosystems), 12.5 pmol
of each primer, 15 pmol fluorescence-labelled probe,
nuclease-free water and 2.5 yl of the conventional
PCR product. The NRT-PCR assay was performed
using SmartCycler Il (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA).
The following amplification protocol was used: 1 cycle
at 95°C for 2 min, 50 cycles at 95°C for 15 s and 60°
C for 40 s. Data analysis was performed using avai-

Primers 5'to 3’
Forward AGG CTA CGG GTG AAA CCT CTT AG
Reverse CGC CGC TGTTAC CCTATCC

TagMan Probe

AAT ACT TCT ATG AAGAGATGC C
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Table 2. Prevalence of HAV in frozen raspberries with contamination levels of Enterobacteriaceae, Coliform and E. coli in

HAV positive samples (logso cfu/g + Sd)

Month HAV (%) (PIT)* Enterobacteriaceae Coliform E. coli

1 10 (2/20) 3.70£0.02 3.4410.08 2.300.43
2 5 (1/20) 4.90 4.84 3.58

3 0 (0/20) - - -

4 0 (0/20) - - -

5 5 (1/20) 4.00 2.30 <102

6 25 (5/20) 3.86+0.98 3.630.30 2.690.74
7 15 (3/20) 4.2241.22 2.77+1.34 <10?

8 5 (1/20) 4.96 3.49 <102

9 10 (2/20) 3.82+0.15 <102 <102

10 0 (0/20) - - -

11 20 (4/20) 4.63+0.32 <102 <102

12 5 (1/20) 3.82 2.85 2.30

*Positive samples/Total samples

lable software (Applied Biosystems, 7500 Fast Real-
Time PCR system Software). The cycle threshold
(Ct) values were determined from the mean baseline
signals during the early cycles of amplification. The
amount of virus measured with NRT-PCR was deter-
mined using a standard curve.

Enterobacteriaceae, coliforms and E. coli counts
were held using Violet Red Bile Dextrose Agar, Violet
Red Bile Lactose Agar, and Tyrptone Bile X-
glucoronide Agar (Merck, Darmstadt, Germany) re-
spectively. For counting 25 g of raspberries were
diluted using 225 ml peptone water and 0.1 mL of
these dilutions were streaked on previously men-
tioned agars.

Results

Twenty (8.33%) of a total number of 240 raspberry
samples were determined to be HAV-positive. While
the highest prevalence (25%) was seen in the sixth
month, HAV was not found in the samples that were
taken in the third, fourth and tenth months. It was
found that HAV contamination at eleventh month was
20%, 15% on seventh month, 10% on first and ninth
months. Likewise on second, fifth, eighth and twelfth
months it was 5%. At the same months Enterobacte-
riaceae was 4.90, 4.00, 4.96 and 3.82 log+, cfu/g and
coliform was 4.84, 2.30, 3.49 and 2.85 log+o cfu/g. All
HAV positive results were also positive for Entero-
bacteriaceae. However, on ninth and eleventh
months no coliforms were found, together with HAV.
Likewise, no E. coli contamination was accompany-
ing to HAV  on fifth, seventh, ninth and eleventh
months. On ninth and eleventh months no E .coli
contamination was recorded with HAV. In all HAV
positive samples, highest Enterobacteriaceae con-
tamination was recorded at 8th month (4.96 log+o cfu/
g), coliform (4.84 log+o cfu/g) and E. coli (3.58 log1o
cfu/g) was on the second month. E. coli numbers
were higher than regulation limit on first, second,
sixth and twelfth months with the contamination lev-
els of 2.30+0.43, 3.58, 2.69+0.74 and 2.30 log+ocfu/g
The HAV prevalence in raspberries, the numbers of

Enterabacteriaceae, coliform and E. coli are shown in
Table 2.

Discussion and Conclusion

While the studies on outbreaks due to hepatitis A in
grape-like fruits mainly focus on determining the
source of the outbreak and HAV incidence in humans
(7, 12, 13, 15, 26), sufficient literature on hepatitis A
prevalence in these products is lacking worldwide.
Widespread consumption of the above-mentioned
products without heat-treatment highlights the im-
portance of viral contamination in these products.
Also, it is known that HAV is not inactivated with
freezing, a method of food preservation and the
agent can survive freezing temperature for long peri-
ods (6). The fact that HAV was detected in this study
shows that the agent can survive freezing conditions.

The fact that there is no control in any production
stages to eliminate HAV and it is consumed directly is
the reason why these products become the cause of
frequent outbreaks (29). These products generally
have acidic compositions (pH 2.5-3.3) and contain
approximately 5% of sugar. HAV is more stable
against heat-treatment in low pH and high sugar con-
centration (9, 10).

The data obtained in the present study show similari-
ty with the studies (21,25) that report no bacterial
indicators of fecal contamination in some of the prod-
ucts with HAV and no correlation between viral
agents and bacterial agents. These food products
pose a risk in terms of viral contamination even if
they meet the required microbiological conditions
(25).

In conclusion, the fact that food products meet the
required microbiological conditions does not offer any
guarantee in terms of viral agents, what is more, it is
continuing to of importance in terms of public health
as a result of the economic difficulties in applying
analyses to routine. In order to eliminate the risk, it is
necessary to focus on the areas where contamination
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first occurs. The contaminations that may occur dur-
ing and after processing need to be prevented by
using such systems as HACCP, GHP and GMP effi-
ciently. Also, care must be taken to prevent the risk
posed by these products that are imported from en-
demic areas to the people in non-endemic areas. The
imported products have to be checked with a fast and
reliable method. Studies must be increased to build
various chemical and physical barriers to minimize
the contamination of grape-like fruits with HAV.
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Ozet: Tiirkiye'de tarimsal deger bigme denildiginde; genellikle tarimsal tasinmazlara deger takdiri, kamulastirma, toplu-
lastirma, sigorta kapsamindaki degerlendirmeler anlasiimakta ve 6zellikle hayvancilik konusunda higbir calismaya
rastlanmamaktadir. Oysa Turkiye’'nin tarimsal Uretiminin 2016 yilinda %56’s1 hayvansal uretimden kaynaklanmakta,
canli hayvanlar ise 89.8 milyar TL ile toplam tarimsal lretim degerinin %33’Unu olusturmaktadir. Hayvancilik 6zellikle
son yillarda damizlik besi materyali ve et ithalati ile fazlaca giindeme gelmekte, kurban bayraminin yaklastigi dénem-
lerde ise piyasada hareketlilik artmaktadir. Ozellikle bu dénemlerde hayvancilikta degerleme uzmanligi dzel bir nem
tagimaktadir. Tarimsal varliklara deger bigme ekonominin en eski disiplinlerinden birisi olmasina karsgin arastirma ve
Ogretimde geri planda kalmistir. Bu durum 6zellikle hayvancilik gibi 6zel alanlarda daha yogun bir sekilde gergekles-
migtir. Bunda tarimsal mallara deger bigmenin ekonomik teori ve metotlarin yani sira ilgili mevzuat bilgisi gibi alana
yonelik bircok ilave bilgiye, tecriibeye ve disiplinler arasi bir calismaya ihtiya¢ duymasi ve bu nedenle zor bir alan ola-
rak gortlmesi de etkili olmustur. Bununla birlikte uluslararasi muhasebe standartlarina uyum, tarimsal faaliyette bulu-
nan isletmelerin/ sirketlerin borsalarda faaliyette bulunmalari gibi yeni uygulama alanlarinin ortaya ¢ikmasi ile degerle-
me uzmanligi énemi gittikge artan bir alan olmustur. Bu galismada hayvancilikta deder bigmenin amag ve yontemleri
genel hatlari ile anlatilmig ve Turkiye’de hayvancilikta degerleme uygulamalarinda en gok karsilagilan durumlara dikkat
cekilmigtir.

Anahtar kelimeler: Deger bicme, degerleme uygulamalari, degerleme yontemleri, hayvancilikta deger bigme

A Neglected Discipline in Livestock in Turkey: Appraisal to Farm Animals

Summary: When it is said agricultural appraisal in Turkey, it is generaly understood as appraisal to agricultural premi-
ses and appraisals in the scope of expropriation, land consolidation and insurance and no studies can be seen especi-
ally in the subject of Livestock. However, 56% of Turkey’s agricultural production in 2016 results from livestock produc-
tion and livestock establish 33% of the total agricultural production value with 89.8 billion TL. Livestock excessively
comes to the agenda with breeding stock material and meat imports especially in recent years and in periods of sacrifi-
ce holiday, mobility in the market increases. Especially in these periods, appraisal expertise in livestock carries a spe-
cial importance. Even though appraisal to agricultural assets is one of the oldest disciplines of the economy, it remai-
ned at the background in research and training. This condition has occurred especially in @ more concentrated manner
in special areas such as livestock. Besides economical theories and methods, appraisal to agricultural goods needs
many additional information, experiences and disciplines like knowledge over the regulations and therefore it is seen as
a difficult field and this has been effective in this condition to occur. Together with this, new application areas have
appeared such as compliance to international accounting standards and enterprises/companies performing activities in
the field of agriculture to perform activities in stock markets and appraisal expertise became a field with an increasing
importance. In this study, the purposes and methods of appraisal in livestock has been told in its general lines and
attention has been drawn to conditions which are mostly encountered in appraisal applications at cattle breeding in
Turkey.

Key words: Appraisal, appraisal applications, appraisal in livestock, appraisal methods

Girig miras veya kari-koca anlasmazhgi, vergi, finansal
kiralama, muhasebe, borsada islem gdérme gibi farkl

Tarkiye'de tarimsal deger bigme kavramindan genel- nedenlerle yapilan deger takdirleri de énemli olmak-
likle tarim alanlarina deger bigme anlagiimakta ve tadir.

kamulastirma, arazi toplulastirmasi, zarar-ziyan ve

tarimsal kredi amaci ile yapilan degerlendirmeler 6ne
cikmaktadir. Ekonomisi gelismis Ulkelerde ise iglet-
melerin satilmasi, kiraya verilmesi, arazi alim-satimi,
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Deger takdiri bir isletmenin piyasa/pazar islemleri
nedeniyle yapilabilecegi gibi zarar ziyan olusmasi gibi
hukuki bir nedene dayali olarak da yapilmaktadir.
Hayvancilikta deger takdiri alim satim, hastalik, sal-
gin, yangin, elektrik kesintisi, bozuk ve uygun olma-
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yan yem ve igerik, veteriner hizmetlerinden kaynakla-
nan ihmal ve zararlar, kazalar, ipotekler, icralar gibi
cok farkli nedenlerle yapilmaktadir (11). Tirkiye'de
tarim isletmelerinin ¢codunun kucuk aile igletmelerin-
den olugmasi nedeniyle uygulamalarda daha c¢ok
zarar ziyan, hastalik ve sigorta temelli olarak bir de-
ger takdiri s6z konusudur. Bunlara ilave olarak buyuk
isletmelerde muhasebe teknidi agisindan da canl
envanter icerisinde 6dnemli bir yeri olan is ve irat hay-
vanlari ile bunlardan elde edilen Urtnlerin degerlendi-
rilmesi ve hayvancilikla ilgili envanterinde degerleme
islemlerinin yapilmasi gerekmektedir.

Turkiye'de 6zelikle hayvanciligin agirlikli oldugu, bu
alanda ihtisaslasmis isletmelerde hayvan sermayesi-
nin pay! nispeten yuksektir. Bu nedenle, 6zellikle bu
isletmelerde hayvanciliga ait sermaye unsurlarinin
dogru degerlendiriimesinin 6nemi artmaktadir. Gu-
neydogu Anadolu Bolgesi'nde (GAP) kiglikbas hay-
vancilikta ihtisaslagmigs isletmelerde yapilan bir calig-
mada; hayvan sermayesinin aktif sermaye icinde %
9.8 ve isletme sermayesi igcinde tiim isletme buyuklik
gruplarinda %46.7-78.7 arasinda degismekle birlikte
ortalama %60.1 pay aldigi gortilmustir (4).Turkiye’de
hayvan sermayesi, tarim igletmelerinde muhasebe
tutma zorunlulugu olmamasi ve Avrupa Birligi'nde
oldugu gibi bir Tarimsal Muhasebe Veri AgI’'nin olug-
turulamamasi nedeniyle piyasadan toplanan veriler
ve ¢iftci dizeyinde sahadan toplanan verilerin deger-
lendiriimesi ile belirlenebilmektedir (7). Bu kapsamda,
Ozellikle ekonomik analiz ¢alismalarinda hayvan ser-
mayesi, hayvanlarin verim ve yas durumlarina gére,
yoredeki alim satim fiyatlar ve giftcinin beyani esas
alinarak belirlenmektedir (4).

Tarimsal mallara deger takdiri ekonominin en eski
disiplinlerinden birisi olmasina kargin arastirma ve
Ogretimde geri planda kalmistir. Bunda 6zellikle gevre
ekonomisi, planlama, igletme analizi gibi diger alan-
larda rekabetin 6ne cikmasi etkili olmustur. Ayrica,
tarimsal mallara deger bicme ekonomik teori ve me-
totlarin yani sira ilgili mevzuat bilgisi gibi alana yone-
lik bircok ilave bilgiye ve disipline de ihtiya¢ duymakta
ve bu nedenle zor bir alan olarak ifade edilmektedir.
Uygulamalarda ise genis bir kullanim alani olmasi ve
kisiler arasinda ve kisi(ler) ve kurum(lar) arasindaki
birgok durumda ortaya ¢ikan anlasmazliklarda, danis-
ma ve/veya aracilik durumlarinda da blylk bir 6ne-

Tablo 1. Degerlendirmenin amaci ve konusu (5,12)
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me sahiptir (12).

Tum diger tarimsal varliklarda oldugu gibi isletmede
bulunan is ve irat hayvanlarina da cesitli amaglarla
deger takdiri yapilabilmektedir. Alim-satim, zarar tes-
piti gibi bircok alanda hayvanlara deger bicilmekle
birlikte, en ¢ok sigorta ve zararla ilgili olarak irat hay-
vanlarinin degeri takdir edilmektedir. Canli hayvanla-
ra deg@er takdirinde hayvan basina ve/veya grup ola-
rak bir deger takdiri de sb6z konusu olmaktadir
(3,11,14). Bunun yani sira erkek damizliklar ve atlar
gibi deg@eri ylksek olan hayvanlarin ise ayri degerlen-
dirilmesi gerekmektedir (11).

Bir tasinmaza veya ekonomik degeri olan bir mala
deger bicebilmek icin dncelikle degerlendirmeyi ge-
rektiren bir olayin olmasi ve degerlendirme amacinin
buna gére belirlenmesi gerekmektedir. Daha sonraki
asamada ise degeri etkileyecek unsurlarin objektif
olarak tespiti en 6nemli konu olmaktadir. Tim bu
degerlendirmeleri yapabilmek ve objektif bir deger
bicme islemini gergeklestirebilmek, bu konuda yetis-
mis degerleme uzmanlari ile yapilabilecektir. Bu ne-
denle simdiye kadar ihmal edilmis olan hayvancilikta
degerleme/deger bigme konusuna gereken 6nemin
verilmesi ve 6zellikle Universitelerde ilgili bolimlerde
calismalarin yapilmasi faydah olacaktir. Bu galisma-
da da genel olarak hayvancilikta deger bicme yo6n-
temleri ve uygulamalari anlatilarak konunun énemine
dikkat cekilecektir.

Ciftlik hayvanlarina deger takdir yéntemleri

Ekonomik degeri olan bir mal veya hakka deger bice-
bilmek igin 6ncelikle bu degerlendirmeyi gerektirecek
bir olayin ortaya ¢ikmasi gerekmekte ve buna bagl
olarak da hangi amagla deger takdiri yapilacagi belir-
lenmektedir (5). Cunkd bir mala bigilen deger, her
zaman ayni olmayip; zamana, duruma ve bakis agisi-
na gore de degdisebilmektedir. Bu nedenle, 6zellikle
deger bicmenin amaci bilinmeden bir mala deger
takdiri yapilamamakta ve yapilimig bir deger takdirinin
sonuglari da o takdirin yapilmasindaki amag bilinme-
den dogru olarak yorumlanamamaktadir(15). Deger
takdirini gerektiren 6nemli bazi nedenler ve degerlen-
dirme amaclari Tablo 1’de verilmistir. Buna goére de-
ger bigmenin ¢ok genis bir uygulama alaninin oldugu
gOrulmektedir.

Olay Degerlendirme Amaci

Degerlendirme Konusu

Satis
Miras ile devir

Alim-satim degeri
Miras veya hak sahibinin tazminat

Pazar degeri
Miras degeri/devir degeri

yuksekliginin bulunmasi

Bosanma /ortakligin bozulmasi
degerlendirme

Ortaklik ile mallarin birlesimi

Kamulastirma

Kiralama yolu ile kullanimin devri

intifa hakkinin devri

Bir zararin olugmasi

Muhasebelestirme

Mallarin paylagimi ve tanzimi igin

Gelir dagilimi igin degerlendirme
Tazminatin yuksekligi

Kira bedelini belirleme

Kullanim degeri

Zarari belirleme/sigorta degeri
Muhasebe kaydi

Bosanma degeri / ortaklik payi-
nin degeri

Fusion degeri

Kamulastirma degeri

Kiralama degeri

intifa degeri

Zararin degeri

Muhasebe degeri
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Giilsen KESKIN

Tablo 2. Ciftlik hayvanlarinda farkli deder bicme yaklasimlari ve degerlendirme 6nerileri (11)

Deger Takdir Yaklagimlari

Degerlendirme Onerileri

1. Pazar Degeri
*Satis degeri (karsilastirma degeri)
*Deger gelisim egrisine yénlendiriime

*Farkli yas gruplarinin satis degerinin linear
interpolasyonu

*Pazar degeri yontemi yeterli veri olmasi durumunda oncelikli olarak
kullaniimali, diger yontemler ise ancak yeterli veri olmamasi durumunda
kullaniimalidir.

*Yas 6nemli bir deg@er belirleyici faktorse ve esas olarak yas siniflarina
gore bir islem s6z konusu ise kullanihyor.

*Henliz ekonomik émrinu tamamlamamis hayvanlarda basit bir deger-
lendirme isteniyorsa kullaniliyor.

2. Ekonomik Kullanim Degeri
*Gelir degeri

*Maliyet degeri

*Tazminat degeri

Satin alma degeri (mukayese degeri)
Net gelir degeri - briit kar azalmasi

Maliyet degeri + brut kar artis

Yeni de@er - deger azalmasi /hesaplanmig taz-
minat degeri

*Normal kullanim suresi tamamlandiginda bir tazminat degeri s6z konu-
su ise kullaniliyor, bunun disinda ise degerlendirmelerde yardimci un-
surdur.

*Esas olarak gegmis verilere dayali oldugundan problemlidir, bunun
disinda yardimci deger olarak kullaniliyor.

Benzer satis ve yeterli pazar verileri oldugunda 6ncelikli olarak
kullanihyor.

Uretim periyodunun tamamlanmasina yakin ortaya gikan tazminat du-
rumlarinda kullanihyor.

Uretim periyodunun baslangicina yakin ortaya ¢ikan tazminat durumla-
rinda kullanihyor.

isletmede cok yillik tutulan hayvanlarda ve devam eden ayni tazminat
durumlarinda

- Net gelir deger farki

Ozellikle karmasik zarar durumlarinda kullanihyor.

Hayvancilikta deger takdiri esas olarak pazar degeri
yontemi ve ekonomik kullanim degeri olmak uzere
Tablo 2’'de gorildigu gibi iki farkl degerleme yaklasi-
mina sahiptir. Ornegin; bir satis isleminde pazar de-
geri yontemine gore deger, satis degerinden genellik-
le pazarlama masraflar dusulerek bulunurken, kulla-
nim degeri ise satin alma degerine sigorta, tasima
gibi ilave masraflar eklenerek bulunabilmektedir (11).
Kamulastirmalar veya hayvan hastaliklarinda oldugu
gibi mevzuatta degerlendirmelerle ilgili hikamler yer
aliyorsa mutlaka bunlarin da dikkate alinarak deger
bicme islemlerinin bu hiukimlere uygun olarak yapil-
masi gerekmektedir.

Hayvanlarin deger takdiri icin gerekli olan veriler;
isletmeye ait veriler, pazar verileri, istatistikler ve he-
saplanan mukayese edilebilir veriler olmaktadir. Hay-
vanlara deger takdir yontemleri genel olarak pazar
degeri yontemi, maliyet ve gelir ydntemi olarak sinif-
landirilabilir. Tablo 2’de irat hayvanlarina deger takdi-
ri yaklasimi ve bunlarin kullanimi igin bazi 6éneriler
verilmektedir.

Genel olarak alim satimda grup veya tek baslarina
hayvan degerleri bilirkisi vasitasiyla belirlenmemekte,
ancak igletmenin bir butiin olarak satisi s6z konusu
oldugunda envanterin ayri degerlendiriimesi gerekti-
ginden bir bilirkisi/luzman tarafindan yapilmasi daha
uygun gorilmektedir (11).

Canli hayvanlar icin pazarda bir deger belirlenmis
veya alim satim olusmussa bu deger karsilastirmalar-
da kolayca kullanilabilmektedir. Fiyati belirlenmemis
fakat satilabilir olan gebe diive gibi hayvanlar igin de
degeri belirleyen faktorler dikkate alinarak karsilagtir-

ma yoéntemi uygulanabilir. Ancak, genellikle piyasada
yaygin islem gérmeyen henlz kesim olgunluguna
ulasmamis hayvanlar, damizlik bogalar, ekonomik
omrunln ortasinda bulunan sut hayvanlari gibi canl
hayvanlar igin bir piyasa fiyati (mukayese degeri)
belirlenemeyebilir (11). Bu durumda deger takdirinde
oncelikle kiymeti belirleyen faktérlerin belirlenmesi
gerekmektedir. Degeri belirleyen faktérler ise her
hayvan cinsinde ve ayni cins i¢inde ilerleyen 6zellik-
lerde de farkhhk gostermektedir. Sigir besiciliginde
karhhgi ve kaliteli et Gretimini etkileyen faktorler besi-
ye alinan hayvanlarin irki, yasi, cinsiyeti, kondisyonu,
yapisi ve orijinidir. Ayrica beside kullanilan yem ile
sevk ve idarede etkili faktorler de bunlardan bazilari-
dir (2,10,13,31). Degeri belirleyen en dnemli kriterler
besi ve kasaplik hayvanlarda agirlik ve ticari siniflan-
dirmalar iken sut hayvanlarinda ilk sirada irk, islah
durumu, mense, dig gorinus, agirlik ve gebeligin
evresi gelmektedir. Ayrica siut verimi (miktar, yag
orani, protein ve somatik hiicre sayisi), yas veya lak-
tasyon sayisi, dig gorunis (tip, meme), mensei
(isletmenin itibari, annelerin Greme degeri), dogur-
ganlik, buzagilama araligi, sagim durumu (dakikadaki
ortalama sagim), laktasyon durumu ve embriyo trans-
feri gibi diger faktorler de degeri etkilemektedir. Siit
verimi ve agirlik gibi nicel verilerin yani sira damizlik
birlikleri tarafindan kismen nitel verilerin degerlendiri-
lesi icin de tip ve meme puani gibi nicel 6lgl kriterleri
de vardir (11). Bu verilerin kullanimi ise ancak mev-
cut olma durumlarina goére gergeklesmektedir.

Verim ve deger arasindaki pozitif korelasyondan siit
sigircihdinda 6nemli teknik katsayilar; canli agirlik,
glnlik sut verimi, laktasyon stiresi ve verimi, damiz-
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lik- kasaplik deger, ekonomik dmur, dogum ve 6lim
orani olarak 6zetlenebilir. Trakya Bolgesi'nde yapilan
bir calismada hayvanlarin canl agirhdi, gunlik st
verimi, buzagdl payl ve damizlik deger bakimindan
kdltdr irkinda; laktasyon suresi, kasaplik deger ve
ekonomik dmir bakimindan ise melez irk hayvanlar-
da daha yiiksek degerlere sahip oldugu belirlenmistir
(8). Buradan teknik katsayilarin irklara gére farklihk
goOsterdigi ve degerlendirmelerde dikkate alinmasi
gerektigi ortaya ¢cikmaktadir. Ayrica degerlendirmenin
hangi amacla yapilacadi da bu durumda 6énemli ol-
maktadir.

Tiirkiye’de uygulamalari

Hayvan deger kayiplari ve tazminatlari: Turkiye'de
hayvancilikta deger bigme iglemleri cogunlukla sigor-
ta prim ve tazminatini belirlemek igin yapiimaktadir.
Sigorta amagl degerlendirmelerin diginda hayvan
hastaliklari, tabii afetlerden zarar goéren ciftcilere yo-
nelik yardimlar ve ¢iftci mallarinin korunmasi kapsa-
minda da deger bicme iglemleri yapilmaktadir. Bu
degerlendirmeler; 5363 sayili Tarim Sigortalari Kanu-
nu, 5996 sayili Veteriner Hizmetleri, Bitki Saghgi,
Gida ve Yem Kanunu, Tazminatli Hayvan Hastaliklari
ve Tazminat Oranlarina Dair Yonetmelik, Hayvan
Hastaliklari Tazminat Yonetmeligi, 2090 sayili Tabii
Afetlerden Zarar Goéren Ciftcilere Yapilacak Yardimlar
Hakkindaki Kanun ve bu kanuna dayanarak ¢ikarilan
yonetmelik ve 4081 sayili Cifti Mallarinin Korunmasi
Hakkindaki Kanuna dayali olarak yapilmaktadir
(16,17,18,19,20,22,26). Ayrica, uygulamaya yonelik
olarak aciklanan Bakanlar Kurulu Kararlari, sigorta
genel sartlar, talimat ve tarifelerin de dikkate alinma-
si gerekmektedir (24,27,28).

Tarim sigortalari kanununa gore ciftlik hayvanlari;
blylkbas ve kiglkbas hayvanlari, kimes hayvanlari-
ni ve kultur balikciligini ifade ederken, benzer sekilde
5996 sayil kanunda; et, sut, yumurta dahil olmak
Uzere gida, deri, kark, yun, tiy veya diger drinlerin
temini igin veya isglici amaciyla insanlar tarafindan
yetistirilen ve beslenen hayvanlari ifade etmektedir
(19,20). 5363 sayili kanunun 9. maddesine gore giftlik
hayvanlari sigortalarinin risk inceleme iglemleri vete-
riner hekimler ve zooteknist ziraat mihendisleri, ha-
sar tespitleri ise veteriner hekimler tarafindan yapil-
maktadir. Ayni kanunun 12. maddesi ve 31 Aralik
2016 tarihli Bakanlar Kurulu Karari ise teminat altina
alinacak riskleri agiklamaktadir.

Ciftlik hayvanlarina sigorta amagli yapilan deger tak-
dirlerinde sigorta yaptirilan risk ve bunun gercekles-
me durumu dikkate alinarak ve ilgili mevzuat hiukim-
leri gercevesinde deger bicilmektedir (27,28). Buna
gore; sigorta edilmis hayvanlarda meydana gelen
hasarin nedeni, niteligi ve miktari Tarim Sigortalari
Havuzu veya Tarim Sigortalari Havuzu eksperlerinin
belirlemelerine gore ve ancak taraflar arasinda, muta-
bik kalinarak tespit edilmektedir. Tazminat hesapla-
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malari ise policede yazili olan hayvan birim fiyatina
gore ve muafiyet, varsa musterek sigorta ve sovtaj
tutarlan dikkate alinarak tarife ve talimatlarda belirtil-
digi sekilde yapilmaktadir.

5996 sayili kanunda hayvan hastalik tazminatinin
belirlenmesinde tazminatlarin isletmenin bulundugu
mabhallin rayi¢ bedelleri dikkate alinarak yerel kiymet
takdir komisyonu tarafindan belirlenecegi ifade edil-
mektedir. Bu kanuna dayanarak ¢ikarilan yonetmelik-
lerde ise kapsama alinan hastaliklar ve tazminat
oranlari agiklanarak tazminatin belirlenme esaslari
anlatiimaktadir (20,22,26).

Hayvan pazarlari ve borsalari: Hayvan satis yerleri,
5996 sayili kanunun ikinci béluma 8. maddesinde yer
almakta ve “hayvancilik igletmelerinden dogrudan
yapilan satiglar hari¢ hayvanlarin alim ve satimlari,
ruhsatli hayvan pazari, borsalar ve Bakanliktan izinli
hayvan panayirlarinda yapilir’ denilmektedir. Ayni
kanunun ddérdincu boliminde madde 11'de hayvan
pazar ve borsalarinin Bakanliktan onay almak ve
istenen kayitlar tutmakla yikimli olduklari ifade
edilmektedir. 5996 sayili kanuna dayanarak hazirla-
nan ydnetmeliklere goére; sorumlu yobnetici veteriner
hekim, hayvan satis yerine gelen ve satilan hayvanla-
rin miktar ve fiyatlarini, tir ve cinslerine gore kayitla-
rini tutar veya tutturur. isletmelerin tutmasi gereken
kayitlar ise satin alinan hayvanlarin pasaportlari veya
nakil belgeleri, sahibinin adi, mensei isletmesi, satin
alma tarihi, kategorileri, sayisi ve tanimlama numara-
sidir (21,23).

Hayvan fiyatlar ile ilgili yapilacak fiyat arastirmalarin-
da pazarda ayni nitelikte hayvan bulunamamasi du-
rumunda karsilastirmalar igin yakin nitelikteki hayvan-
larin fiyatlarinin arastiriimasi gerekmektedir (15). Bu
nedenle hayvan pazar yerleri ve borsalarda tutulan
kayitlar ve verilerin timu degerlendirmeler icin énemli
veri kaynaklaridir ve dzellikle anlagsmazlik durumlarin-
da bilirkigilerin bagvurabilecegdi énemli kaynak alan-
lardan birisidir. Hayvan pazar yerleri ve borsalar alici
ve saticinin bir araya geldigi ve objektif degerin olus-
tugu 6nemli yerlerdir.

Tiirkiye muhasebe standartlarina gére degerleme:
Uluslararasi ticaretin artmasi sonucunda tarimsal
faaliyetlerin muhasebelestirimesi daha da 6nem ka-
zanmis ve International Accounting Standart Commit-
te (IASC) tarafindan hazirlanan International Accoun-
ting Standart 41 (IAS41) isimli standart 1 Ocak 2003
tarihinde yirurlige girmistir. Daha sonra Tirkiye'de
Sermaye Piyasasi Kurulu (SPK), borsaya kayith tarim
isletmelerinin tarimsal faaliyetlerini diizenlemek ama-
ciyla bir teblig yayinlamig ve Tirkiye Muhasebe Stan-
dartlari Kurumu (TMSK) 24.02.2006 tarihinde Tarim-
sal Faaliyet Standardini (TMS 41) yayinlamistir
(1,29,30).

Biyolojik dénliglime sahip olmalari nedeniyle tarimsal
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faaliyetler sonucu olusan canl varlik ve Urinlerin
degerlendirilmesi énemli bir konudur. TMS41 Stan-
dardi ile tarimsal faaliyetlerde muhasebe standardi
uluslararasi muhasebe standartlarina uyumlu hale
gelmistir. Degerlendirmelerde ise esas olarak aktif
piyasa fiyatlari baz alinarak gercede uygun bir deger
yaklagimini (piyasa fiyati) benimsemistir. Ancak, canli
varligin veya urinin aktif bir piyasasi olmamasi ya
da gergege uygun degerin givenilir olarak belirlene-
memesi durumunda yapilacak degerlendirmeler de
TMS41 standard tebliginde agiklanmistir. Buna goére
aktif bir piyasanin olmamasi veya gergcede uygun
degerin guvenilir olarak belirlenememesi durumunda
maliyet ve gelir ydntemi ile emsal karsilastirmasi yon-
temi de kullanilabilmektedir (6,25,29,30). Degerlen-
dirmelerdeki en 6nemli konu ise hangi yéntem kulla-
nilirsa kullanilsin esas olanin degerlendirme ilke ve
yontemlerinin iyi bilinmesi oldugudur. Aranan objektif
degere en yakin saglkli bir degerlendirme ise ancak,
hayvancilikta deger bicme konusunda uzman Kkisiler
tarafindan yapilacak degerlendirmeler ile gergeklese-
bilecektir (9).

Sonug

Tum tarimsal varliklara deger takdirinde oldugu gibi
hayvancilikta da canli hayvan veya hayvansal girdi
ve ciktilara deger takdiri dnemli ¢galisma alanlarindan
biridir. Genel bir ifade ile hayvancilikta deger takdiri
tim tarimsal isletmenin veya hayvancilikta ihtisaslas-
mis bir isletmenin degerini belirlemek icin gerekli ola-
bilecedi gibi sadece tek bir hayvanin veya siriinin/
grubun degerlendiriimesinde de gerekebilmektedir.
Degerlendirme amaglari ise alim-satim, zarar-ziyan,
vergi, muhasebelestirme, kredi basvurulari ve anlas-
mazliklar gibi ¢ok farkli nedenlerden/olaylardan kay-
naklanabilmektedir. Degerlendirmeyi gerektiren olay
degerlendirmenin amacini ve kullanilacak degerleme
yéntemini belirlemekte ve genel olarak énemli deger-
lendirme yaklagimlari pazar deg@eri, maliyet degeri ve
gelir deg@eri yaklagimi olarak 6zetlenmektedir. Deger-
lendirmeyi yapan kisi bu yaklasimlardan sadece birini
kullanabildigi gibi duruma gére birkagini birden kulla-
nabilmektedir. Degerlendirmenin amaci ve kullanilan
yontem ne olursa olsun degerlendirmeyi yapanin
mesleki bilgi ve tecribesinin yani sira degerlendirme
ilke ve yontemleri ile konuyla ilgili mevzuati da iyi
bilmesi gerekmektedir. Ayrica veri kaynaklarina ula-
sim da saglkli, gtvenilir bir degerlendirme icin ¢ok
Onemlidir.

Deger bigme islemleri ilgili taraflara oldugu gibi (ke
ekonomisine de dogrudan etki etmesine ve ¢ok yay-
gin uygulama alanina ragmen konu Uzerine Universi-
telerde calisan akademisyen azligi ve bu konudaki
arastirma ve yayinlarin eksikligi sahada bu konunun
uygulamasini yapanlari zorlamaktadir. Bununla birlik-
te Ozellikle tarimsal faaliyette bulunan bazi blyuk
isletmelerin borsalarda faaliyette bulunmalar da gele-
cek yillarda bu konuda uzmanlagsmis eleman ihtiyaci-

Giilsen KESKIN

nin artacagini goéstermektedir. Tirkiye’de tarimsal
degder bigme denildiginde genellikle tarimsal tasin-
mazlara deger takdiri, kamulastirma, toplulagtirma ve
sigorta kapsamindaki degerlendirmeler anlagiimakta,
ozellikle hayvancilik konusunda hicbir calismaya rast-
lanmamaktadir. Bu nedenlerle bu alandaki boslugu
doldurmasi agisindan Universitelerin ilgili bélimlerin-
de tarimsal degerlemeye 6nem verilmesi ve hayvan-
cilikta tarimsal degerleme uzmanlarinin yetismesi
gerekmektedir.
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Ozet: Tum kiiltirlerde insan saghgi icin geleneksel ve alternatif tip uygulamalari kullaniimaktadir. Bu uygulamalardan
biri de apiterapidir. Glinimuzde hastaliklarin tedavisinde kullanilan farmasétik Grlinlerin meydana getirdikleri olumsuz
etkiler, toksik olmayan, stabil, ucuz, yan urinler Gretmeyen, kolay bulunabilir ve elde edilebilir alternatif dogal tedavilere
olan ihtiyacin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Apiterapi, bal, polen, arisutl, propolis, ari zehiri gibi ari Grinleriyle yapilan
dogal bir tedavi yontemidir. Bagta bal olmak tzere ari Grlnleri, yazyillardir halk arasinda birgok hastaligin tedavi edil-
mesi amaciyla kullaniimaktadir. Bal, yaralarda inflamasyon ve 6demi azaltmaktadir. Oral olarak alinan balin immun
sistemi aktive ettigi, kanser ve metastaza karsi koruyucu oldugu ve antimikrobiyal, antioksidan 6zellik gosterdigi bilin-
mektedir. Balin yani sira polen ve ari situ de besin degerlerinin yuksekligi, icerdikleri protein, mineral, vitamin, serbest
aminoasitler ve antibakteriyel, antifungal ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle apiterapide siklikla kullanilan Grinlerdir.
Propolis birgok ilacin igeriginde yer almaktadir. Antibakteriyel, antioksidan ve antikanser etkileri kanitlanmistir. Propolis-
te bulunan krizin ve kampferol temel antialerjik bilesenlerdir. Ari zehri ise basta romatizma olmak tizere multiple skleroz
(MS) ve romatoid artrit olgularinda ayrica egzama, epilepsi, migren gibi birgok hastaligin tedavisinde kullaniimaktadir.
Bu galismada apiterapi ve bazi ari Grinleri hakkinda bilgi verilmis ve bu Urinlerin insan saghgi tzerine etkileri derlen-
migtir.

Anahtar kelimeler: Apiterapi, ari sutu, ari zehri, bal, polen, propolis

Apitherapy and Effect on Human Health

Summary: Some traditional and alternative medical implementations are used for human health in every culture. Apit-
herapy is one of those implementations. Today, the negative effects of pharmaceutical products used in the treatment
of diseases have led to the need for alternative natural treatments that are not toxic, stable, cheap, do not produce by-
products, are readily available and are obtainable. Apiterapi is a natural treatment method with bee products like ho-
ney, pollen, bee milk, propolis, bee poison. Bee products, primarily honey, have been used for centuries to treat many
diseases among the public. Honey reduces inflammation and swelling in wounds. It is known that orally taken honey
activates the immunity system, protects against cancer and metastasis, and has antimicrobial and antioxidant proper-
ties. In addition to honey, pollen and bee milk are frequently used products of apiterapide due to their high nutritional
value, proteins, minerals, vitamins, free amino acids and antibacterial, antifungal and antioxidant properties. Propolis is
found in many medicines. Antibacterial, antioxidant and anticancer effects have been proven. Caffeine and campferol
are the major antiallergic components found in propolis. Bee venom is used in the treatment of many diseases such as
rheumatism, multiple sclerosis (MS) and rheumatoid arthritis as well as eczema, epilepsy and migraine. In this study,
information about apitherapy and some bee products were given and the effects of these products on human health
were compiled.

Key words: Apitherapy, bee venom, honey, pollen, propolis, royal jelly

Girig nedeniyledir (48). Geleneksel hekimlikte yaygin ola-
. . rak kullanilan bu ari drdnlerinin icerigi, toplandigi

Apiterapi; sagligi korumak, hastaligi onlemek ve iyi- bélge ve bitki tiriine bagh olarak degismesi, sentetik
lestirmek amaciyla bal, polen, ari sitl, propolis, ari iiretiminin olmamasi, standardizasyon problemleri ve
kullaniimasidir (15). Bal arilarinin yerylzinde ylzyil-  dolayi modern tipta ve ilag firmalari tarafindan pek
lardir var olugu ve énemi, onlarin Urettigi bal, polen, tercih edilmemistir. Ancak son yillarda sentetik ilagla-
propolis, ari sttd ve ar zehri gibi spesifik drdnlerin rn yan etkilerinin ortaya cikmasi ve bu hastalik et-
kimyasal yapisi, biyolojik 6zellikleri, bu ari drinlerinin - menlerinin ilaglara karsi dayanikli hale gelmesi sonu-
pek cok alanda uygulanabilirligi ve gunimuzde de cu insanlar yeniden dogal ilaclara egilim gdstermisler-
hala tip alaninda alternatif Griin olarak kullaniimasi dir. Bu yoniiyle ari drinleri tibbin destekgisi olarak
onem kazanmistir. Ari Grtinlerini olusturan bal, polen,
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Onemli UrGnlerdir. Yapilan aragtirmalarda bu drinleri-
nin antimikrobiyal, antioksidan, antiinflamatuvar, anti-
kanser, immuUnomodulatdr etkileri, arastirmacilari
apiterapiye ydneltirken, bu drinlerin her gegen gin
alternatif tipta kullanim alanlarinin gelistiriimesine de
katkida bulunmaktadir (15,16). Geleneksel ve alter-
natif tiptaki kullaniminin yaninda, ari Grtinlerinin etkin-
ligi ve yararlari birgok laboratuvar testinde, hayvan
deneylerinde ve hatta klinik galismalarda bildirilmistir.
Ari poleni enerji ve dayanikhhidi artirmak, propolis
saglikh olma durumunu surdirmek, ar sttt bagisiklik
sistemini desteklemek ve enerjiyi artirmak amaciyla
tuketilirken, bal yaniklari, yaralari, bogaz agrilarini
tedavi etmek amaciyla ve bir antiseptik olarak kulla-
nilmaktadir (48). Ari zehiri, agrinin hafifletimesi ve
kronik inflamatuvar hastaliklarinin tedavisinde gele-
neksel olarak kullaniimaktadir (41). Bu derlemede,
apiterapi ve insan sagligi Uzerine etkilerinin 6zetlen-
mesi ve farkli hastaliklardaki kullanimlari hakkinda
bilgi verilmesi amaclanmigtir.

Bal

Bal; bitki nektarlarinin, bitkilerin canl kisimlarinin
salgilarinin veya bitkilerin canli kisimlari Uzerinde
yasayan bitki emici bdceklerin salgilarinin bal arisi
Apis mellifera tarafindan toplandiktan sonra kendine
0zgl maddelerle birlestirerek degisiklige ugrattigi, su
icerigini diislirdigu ve petekte depolayarak olgunlas-
tirdigi dogal bir Griinddr (61). Bal tarihte uzun zaman-
dir bir besin olma yaninda sifali 6zelligiyle de ilag gibi
kullanilmaktadir. Insanlar tarafindan ilk tretimi M.O.
4000’li yillarda gerceklestiriimis olan bal insan bes-
lenmesi ve saghgi agisindan her zaman 6nemli bir
Urin olmustur (16). Bilesimi toplandigi bitki florasina
bagl olarak degisim gOstermekle birlikte kuru agirligi-
nin yaklasik %95'i sekerlerden olugsmus olup geri
kalani fenolik maddeler, proteinler ve minerallerden
olusmaktadir (10). Bal bakteri, viris, mantar ve para-
zitlere kargi inhibe edici 6zelliklere sahiptir (15). Kara-
dal ve Yildinm (30) yaptiklari bir calismada hidatik
kiste (ekinokokkoz) sebep olan Echinococcus granu-
losus parazitine uygulanan %10’luk bal konsantras-
yonun Uginci dakikadan itibaren oldirtcu etki gos-
terdigi tespit etmiglerdir. Aksoy ve Digrak (2) Bingdl
yoresinden toplanan bal &rneklerinin antimikrobiyal
etkinlikleri degerlendirilmis ve 0.1 mL bal 6rneginin
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Bacillus brevis, Pseudomonas aerogi-
nosa gibi bakteri tirleri ile Candida albicans ve Rho-
dotorula rubra gibi mantar tirlerinin gelisimini inhibe
ettigi belirtiimistir. Balin antibakteriyel 6zelligi fenolik
bilesiklerden baska onun osmotik yapisindan ve yapi-
sinda bulunan glukoz oksidaz enzimi tarafindan olug-
turulan hidrojen peroksit (H.O,)'ten ileri gelmektedir
(66). Viuda-Martos ve ark. (63) pinosembrin, galangin
ve kafeik asit fenetil ester (CAPE) gibi flavanoidlerin
bakteriyel RNA polimerazi engelledigini ve kuerseti-
nin ise, hicre zari gecirgenligini arttirarak bakterinin
ATP sentezi, hiicre zarindan madde tasinmasi ve
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hareketlilik yetenegini kaybetmesine yol agtigini bil-
dirmislerdir. Alvarez-Suarez ve ark. (3) balin antimik-
robiyal etkinligine kargi en hassas mikroorganizmanin
S. aureus oldugunu, diger taraftan E. col/nin kismen
hassas oldugunu ve P. aeruginosa’nin ise en direngli
bakteri turi oldugunu géstermislerdir. Genel olarak,
gram pozitif bakterilerin balin antimikrobiyal etkisine,
gram negatif bakterilerinden daha hassas olduklarini
rapor etmislerdir. Bal, dogal olarak antioksidan 6zelli-
gi de olan bir besindir. Balin antioksidan 6zelligi yapi-
sinda bulunan glikoz oksidaz, katalaz, peroksidaz gibi
enzimlerin yani sira flavonoidler, fenolik asitler
(benzoik, ferulik, kumarik ve kafeik asit) (33) karote-
noidler, tokoferoller ve tiamin, riboflavin ve askorbik
asit gibi vitaminlerden kaynaklanmaktadir (27). Oz-
can ve Olmez (47) Anadolu’'nun gesitli bolgelerinden
2006-2007 yillari arasinda toplanan 16 bal érnegini
inceledikleri bir arastirmada; mavi kantaron, sedir,
cam ve fig bali gibi koyu renkli ballarin antioksidan
kapasitelerinin acik renkli ballara gére daha yuksek
oldugunu bildirmiglerdir. Islam ve ark. (28) Banglades
ballari Uzerinde yaptiklari bir calismada toplanan
farkh bal 6rneklerinin renkleri ve prolin aminoasidi
igeriginin, antioksidan kapasitesinin gostergesi oldu-
gunu ve multiflora bal érneklerinin antioksidan kapa-
sitesinin icerdigi fenolik asit ve flavonoid ¢esit ve mik-
tarlarina bagl olarak monoflora bal érneklerine goére
daha yuksek oldudu tespit etmislerdir. Balin kanser
onleyici etkisi aralarinda meme kanseri, rahim agzi
kanseri, 16semi, bobrek hicreli kanser, mesane kan-
seri, kolon kanseri, prostat kanseri, agiz kanseri, ke-
mik kanseri ve beyin kanseri gibi ¢esitli timor hiicre-
lerinde gdzlemlenmistir (3). Flavanoidlerin antikanser
etkisi, aralarinda timoér nekroz faktor-alfanin (TNF-a)
uyariimasi, hicre godalmasinin engellenmesi, apop-
tosisin uyariimasi ve huicre déngusunin engellenme-
si gibi ROS aracilikh sinyallesme yolunu diizenleyen
antioksidan etkinlik aracihgiyla ortaya c¢ikmaktadir
(48). Balda yaygin olarak bulunan flavonoidlerden biri
olan kuersetinin, farkli timor tiplerinde 6nemli bir
antiproliferatif etkisinin bulundugu gdsterilmistir (3).
Samarghandian ve ark. (51) balin prostat kanser hiic-
releri zerinde ¢ogalmayi énleyici etki gosterdigini ve
bu etkinin balin krisin (flavanoid) igerigiyle iliskili ola-
bilecegini rapor etmiglerdir. Balin antimikrobiyal, anti-
oksidan ve antikanser etkilerinin yaninda bilesiminde
bulunan metabolitlerin yara iyilesme, sindirim sistemi
Uzerine kalp ve damar hastaliklarina karsi olumlu
etkileri oldugu da yapilan calismalarla ortaya konul-
mustur (3). Ajibola ve ark. (1) balin, mide Ulserinin
temel etkeni olan Helicobacter pylori bakterisinin geli-
simini inhibe ederek, hastaligin etkisini azalttigini
bildirmiglerdir. Zanini ve ark. (67) fareler Uzerinde
yaptiklari bir galismada ise ginlik diyette bal ile bes-
lenen deneklerin mide lezyonlarini azalttigini tespit
etmislerdir.

Polen

Polen; gicekli bitkilerin Gremek amaci ile olusturdukla-
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ri biyoaktif yapilar olup, arilarin beslenmesi, ballarin
siniflandiriimasi ve saglik alaninda tedavi amaciyla
kullaniimaktadir (6,20). Polenlerin protein, karbonhid-
rat, lipit, enzim, vitamin, aminoasit gibi bilesenlerin
yani sira adrenalin ve noradrenalin gibi hormon niteli-
gindeki biyoaktif bilegenleri de igerdigi bildirilmistir
(31). Besin 6gelerinin yaninda fenolik bilesenler de
icermektedir (11,64). Polenin antibakteriyel, antifun-
gal ve antioksidan, antikanser 6zelliklere sahip oldu-
du bildiriimektedir (21,52,61). Ari poleni kanser teda-
visinin olumsuz etkilerini azaltmada etkili bulunmus-
tur. istahsizlik, mide bulantisi, sa¢ dokiilmesi, infla-
masyon, akyuvar azlhigi (I6kopeni) ve uykusuzluk gibi
radyasyonun yan etkilerine olumlu etki ettigi belirtil-
migtir (61). Polenin sindirim sistemi rahatsizliklarinda;
kronik kolit, mide Ulseri, kanamasi, ishal ve kabizlikta,
kansizligin tedavisinde, kolesterol, lipid ve ftrigliserid
kontroliinde faydalari gériilmektedir (16). Yildiz (65)
si¢anlar Uzerinde yapti§i ¢alismada polenin, karaci-
der hastaliklarina karg! iyilestirici bir etkiye sahip ol-
dugunu ortaya cikarmistir. Polenin alerjik nitelikte
oldugu bilinmesine karsin, yapilan arastirmalarda
vicutta alerjik tepkimelere yol agan histamini azalta-
rak astim ve alerji semptomlarini hafiflettigi bildiril-
mektedir (39). Polen, sindirimi kolaylastirici, hicre
yenileyici, canhlik verici, istah artirici, hemoglobini
yukseltici, soguk alginhigi, sinirsel ve Ulser rahatsizlik-
larinda yaygin olarak kullaniimaktadir (39).

An siitii

Ar sutt ilk kez Huber adli bilim adami tarafindan
ortaya konan 1972 yilinda ‘Gelee Royale’ olarak ta-
nimlanan ari sltl geng isci arilarin kafasinda bulunan
bezimsi dokulardan (hypopharyngeal) salgilanmakta-
dir (37). An sitlnin igerisinde baglica bilesenler ola-
rak; proteik bilesenler (serbest aminoasitler), karbon-
hidratlar (fruktoz, glikoz) lipitler (serbest yag asitleri,
doymamis yag asidi olan trans-10-hidroksi-2-
desenoik asit), vitaminler ve mineraller bulunur
(50,69). Haddadin ve ark. (24) ar sutinin hafizayi
glclendirdigi, fiziksel performansi arttirdigi ve deri
yenilenmesine yardimci oldugu, kan damarlarini ge-
nisletici ve kan basincini diiglirlict, yorgunluk gideri-
ci, yangi giderici, antibakteriyal, antioksidan, antitii-
mor, antialerjik, gelisme ve buylimeyi hizlandirici,
hormonal duzenleyici, bagisiklik sistemini uyarici
etkisinin oldugu bildiriimislerdir. Mercan ve ark. (40)
yaptiklari bir ¢calismada ari sutliinin bazi bakteriler
Uzerine antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu bildi-
rilmiglerdir. Ari sOtunin vyapisinda bulunan 10-
HDA'nin (10-Hidroksi-delta-2-dekanoik asit) bakteri
ve kuflere karsi antibakteriyel etkileri oldugu bildiril-
mistir (49). Barker ve ark. (8) en 6nemli serbest yag
asidinin 10-HDA oldugunu ve sadece ari sitiinde
bulundugunu agiklamislardir. 10-HDA, E. coli, Salmo-
nella, Proteus spp., Bacillus subtilis ve S. aureus
mikroorganizmalarina kargi gugli bir antibiyotik etki
gOstermektedir (29). Sver ve ark. (57) ar sitinin
bagisikhk sistemini uyardigini belirtmiglerdir. Ari suti-
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nin yapisinda bulunan royalisin antibakteriyel bir
proteindir (30). Silici ve ark. (53) sisplatinin neden
oldugu oksidatif stresi 6nlemede ari sitiinin koruyu-
cu etkilerini ortaya koymak amaciyla yuruttikleri ¢ga-
lismada yetiskin albino erkek fareleri sekiz gruba
ayirmiglar ve sisplatin, ari sutu, ari situ+sisplatin
vermiglerdir. Ari sutlnun sisplatinle birlikte verildigi
gruplarda oksidatif stres parametrelerinin iyilestigini,
diger biyokimyasal parametrelerin de tedavi 6ncesi
etkilerinin ari sutlyle daha etkili oldugunu bildirmigler
ve arl sltlnln fareler lzerinde sisplatinin neden ol-
dugu problemler Uzerinde antioksidan etkiye sahip
oldugunu agiklamiglardir. Kohguchi ve ark. (34) erkek
tavsanlar Uzerine yaptiklar bir calismada ise ari suti-
nin testosteron seviyesi, sperm sayisi ve hareketlili-
ginde artigin oldugunu gézlemlemislerdir. Ari stttindn
tansiyon dusuriicli, damar genisletici ve kolesterol
distrucu etkileri bulunmaktadir (13). An suati her
¢esit beyin hicresinin olusumuna katkida bulundugu
g6zlenmistir (25). Nakaya ve ark. (44) ari sGtindn
meme kanserli hastalarda lenfositler tarafindan im-
munglobulin Uretimini arttirdid1 ve anti-kanser etkisi
gosteren IgM ve IgG artigina yol actigini tespit etmis-
lerdir. Tamura ve ark. (58), Orsolic ve ark. (46) yap-
mis olduklar arastirmalarda farelere tUmor enjekte
etmigler ve metastaz ve timor gelisimini incelemisler-
dir. Arastirmalar sonucunda ari sutinidn oral yolla
verilmesiyle, sistematik bir sekilde tumor gelisimini ve
metastazin kontrol altina alindigini ifade etmislerdir.
Kadmiyum organizmada genotoksik zararlara vyol
acan yuksek derecede zehirleyici agir bir metaldir.
Cavusoglu ve ark. (14) albino fareler lizerinde yapmis
olduklar bir calismada kadmiyumun neden oldugu
genotoksiteyi ve oksidatif stresi dnlemede ari sitiinin
etkilerini aragtirmiglar ve ari sutu ilave edilen gruplar-
da farelerde olusan oksidatif strese ve kadmiyumun
neden oldugu zehirlenmelere karsi ari sitinin koru-
yucu etki gosterdigini ve bunun da ari sitlninin
antioksidan etkilerinden kaynaklandigini bildirmisler-
dir. Guo ve ark. (23) erkek farelerde yapmis olduklari
calismada ari suti peptidlerinin lipid peroksidasyonu-
nu Onlemede etkilerini ortaya koymaya galismiglar ve
ari sutt hormonlarinin farelerde lipid peroksidasyonu
onlenmesinde dnemli etkilerinin bulundugunu agikla-
mislardir. Azab ve ark. (5) yuruttikleri calismada
radyasyona maruz birakilmis erkek albino farelerde,
ari sutinun oksidatif stres ve doku yaralanmalarinda-
ki etkilerini ortaya koymaya calismiglar ve ari suti
verilen farelerde hematolojik, histolojik ve biyokimya-
sal iyilesmeler gozlendigini ve bunun da ari sitinin
antioksidan etkisinden ileri geldigi agiklamiglardir.

Propolis

Propolis, bal arilarinin bitki tomurcuk ve filizlerinden
topladidi regineleri bal mumu ve tikirtk salgilari ile
karistirarak elde ettikleri bir Griindir (6). Propolis ge-
nel olarak %50 regine, %30 bal mumu, %10 ugucu
yag, %5 polen ve %5 diger organik bilesiklerden olus-
maktadir (26,55). Propolis, veterinerlik ve insan sagli-
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giyla ilgili kullanimlarinda buyik potansiyele sahip
olan dogal bir Griindir. Propolisin en 6nemli aktif bile-
senleri arasinda aromatik asitler, fenolik maddeler,
ozellikle flavonoidler (flavonlar, flavonoller, flavonon-
lar) ve fenolik asit gibi bilesenler bulunmaktadir (9).
Propolis ilk kez Yunanlilar tarafindan kesfedilerek
dogal bir antibiyotik olarak kullaniimigtir (15). Duran
ve ark. (17) ve Naito ve ark. (43) propolisin, B. subti-
lis, S. aureus, C. albicans ve Trchophyton mentag-
rophytes turlerine kargl antimikrobiyal etkisinin oldu-
dunu ve topikal olarak uygulandiginda antienflama-
tuar etkiye sahip oldugu bildirmektedirler. Viuda-
Martos ve ark. (63) propolis ve onun tirevlerinin, ara-
larinda herpes simplex tip 1, herpes simplex tip 2,
adenovirus tip 2, vezikiler stomatit virlisi ve polyovi-
rus tip 2 gibi farkh virislerde DNA ve RNA'yi baskila-
yarak virus yayllimini engelleme kapasitesinin oldugu
gostermislerdir. Krisin, akasetin ve apigenin gibi pro-
polisde bulunan flavonoidlerin, latent enfeksiyon mo-
dellerinde HIV-1 etkinlesmesini engelledigini ve Ga-
langinin, herpes simplex viristi (HSV) ve Coxsackie
B virisiine kargi Kuersetinin HSV, sinsityal viriisu,
polyoviris ve Sindbis virlisiine karg! antiviral etkisi
oldugunu bildirmislerdir. Bunun yaninda Banskota ve
ark. (7) propolisin HIV-1 g¢ogalmasini baskiladigini
belirtmislerdir. Kurek-Gorecka ve ark. (38) kafeik asit
fenetil ester (CAPE), kuersetin ve kamferol, HIV-1
integrazi baskilayarak HIV-1 virusinun ¢ogalmasini
durdurdugunu tespit etmiglerdir. Propolisin diger bir
Ozelligi de sakinlestirici etkiye sahip olmasidir. AIDS
hastalari i¢in heniiz deneme asamasinda olmasina
ragmen, ozellikle basta kaffeik asit olmak lzere bazi
bilesikler nedeniyle uguklar, grip etmeni, baz viris
turleri ile akciger kanserine karsi etkili oldugu ifade
edilmektedir (42). Kanser tedavisinde propolise gos-
terilen ilgi onun apoptosisi uyarabilme becerisinden
dolayidir (48). Propolis, hiicre c¢ogalmasini veya
apoptosisi uyardidi bilinen kafeik asit, kafeik fenil
ester, artepillin C, kuersetin, naringenin, resveratrol,
galangin ve jenistein gibi bircok fenolik madde icer-
mektedir (40). Banskota ve ark. (7) ve Kurek-Gérecka
ve ark. (38) hayvan modelleriyle yaptiklari ¢galismalar-
da, propolisde bulunan flavonoidlerin akciger, agiz,
cilt, yemek borusu, mide, kalin bagirsak, karaciger,
prostat ve meme kanserlerinin gelisimini engelledigini
gOstermislerdir. Banskota ve ark. (7) propolisin insan
hepatoselliler karsinom, insan akcigeri karsinomu,
deri timorleri Uzerine sitotoksik bir etkisinin bulundu-
gunu da bildiriimiglerdir. Ayrica propolisde bulunan
diterpenoitler, 3-(2,2- dimetil-8-prenilbenzopiren-6-yl)
propenoik asit, kafeik asit fenetil ester (CAPE) ve
artepillin C maddelerinin DNA pargalanmasini ve
apoptosisin baslatiimasini uyararak sitotoksik etki
sergiledigini gostermiglerdir. Premratanachai ve
Chanchao, (48) yaptiklari galismada kafeik asit, CA-
PE ve kuersetinin de kanser hiicresi gelisimini engel-
ledigini bildirmislerdir. Sforcin, (54) propolisin ve bazi
bilesenlerinin antitimor etkisinin, makrofaj aktivasyo-
nunu arttirmak yoluyla bagisikhk sistemini diizenle-
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mesi ile baglantili oldugu bulmustur. Propolisin kim-
yasal analizi ile ilgili olarak Velikova ve ark. (62), tara-
findan yapilan bir ¢calismada, Cezayir ve Turkiye pro-
polisleri incelenmis ve analizler sonunda diterpenik
asitler bulunmustur. Garcia-Viguera (22) ispanya'nin
iki farkli bélgesinden toplanan propolis érneklerini GC
-MS ile analiz etmis, analiz edilen 6rneklerde yiksek
seviyede kafeik asit, ferulik asit ve onlarin tirevleri ile
disik seviyede sinamik asit, kumarik asit ve onlarin
esterlerini bulmustur. Farkli orjine sahip propolis 6r-
neklerinin biyolojik aktiviteleri ile ilgili cok sayida ca-
lisma yapilmis ve farkh biyolojik aktivite tespit edil-
migtir. Eraslan ve ark. (18) yaptiklari bir arastirmada,
sodyum fuloridle muamele edilen ratlarda bazi biyo-
kimyasal parametreler zerine propolisin etkileri de-
gerlendirilmis ve propolisin sodyum fuloridin sebep
oldugu serbest radikaller Gzerinde anti-radikal aktivi-
teye sahip oldugunu tespit etmiglerdir. Chirimbolo
(12) tarafindan yapilan baska bir galismada propoli-
sin igeriginde yer alan fenolik bir bilesik olan kafeik
asitin alerjiye yol acan proteinlerin sentezini 6nleye-
rek antialerjik etki gosterdigini bildirmistir. Oner ve
ark. (45) propolisin septik artrit Gzerinde antibiyotik
kadar etkili oldugunu bildirmiglerdir. Tirkez ve ark.
(60) tarafindan yapilan bir baska galismada ise pro-
polis uygulamasinin, deney hayvanlarinda aliminyu-
ma bagl genetik hasari ve karaciger toksisitesini
onledigini, bozulan karaciger enzim dizeylerinin du-
zeltilebilecegini gézlemlemiglerdir. Propolisin genel
anlamda ilag olarak kullanimi yaygin olup, kardiovas-
kiler ve kan dolasim sistemi (anaemia), solunum
yollari enfeksiyonlari, dis sagligi, deri tedavileri (doku
yenileme, Ulser, egzama), yara tedavileri 6zellikle
yanik yaralar (mycosis), mikdz zar enfeksiyonlari ve
lezyonlari, kanser tedavisi, bagisiklik sistemi tedavisi
ve sagligi, sindirim rahatsizliklari alanlarindaki tedavi-
leri kapsar (36). Propolisin kulak enfeksiyonlari,
bronglar, astim ve solunum yollari iltihaplarinin teda-
visinde iyilestirici etkisi oldugu gorilmustur. Propolisin
ilac gibi kullanilmasi ile mide ve onikiparmak bagirsa-
g1 Ulserlerinde, romatizmal hastaliklarda olumlu so-
nuglar alinmigtir. Erdem (19), fareler tzerinde yaptik-
lari bir galismada, propolisin dis ¢urigu olusumunu
baslangi¢c diizeyinde durdurabildigini ve bu ydénuyle
dis c¢urigunde ve korunmasinda kullanilabilecegini
belirtmistir.

Ari zehri

Ari zehri, isci arilarin igneleri ile baglantih olan iki
salg! bezi tarafindan dretilir. isci ari, kovan savunma-
sI ve besin arama igleri ile ilgilenmeye basladiginda
ari zehrinin Uretimi en Ust seviyeye ulasir. Ari yaglan-
dikga Uretim azalir. Ana arinin zehir Uretimi ise tehli-
ke durumlarinda en ylksek seviyede olur glinki diger
kralice arilarla olabilecek ani savas ve miicadelelere
hazir olmak durumundadir (16). Ari zehri, agik renkte,
kokusuz, sivi bir madde olup, keskin ve aci bir tada
sahiptir. iginde bulunan alarm feromonlari nedeniyle
aromatik 6zellik tasimaktadir. Zehir, toplanma esna-
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sinda kolayca buharlasan bilesikler de icermektedir.
Hava ile temas ettiginde opak ya da gri-beyaz kristal-
ler seklinde gokelmektedir. Suda ¢ozinebilir 6zellikte-
dir. Solisyonlari renksizdir (15). Ari Grlinleri igerisinde
en az kullanim alani bulan urtin, arn zehridir. Ari zeh-
rinin tedavi amagh kullanimina dair ilk yayinlar
1864’te yapilmistir. GUnidmuzde ise dinya literati-
rinde 1500’den fazla ¢alismada ari zehrinin, klinikte
kullanimindan bahseder (32). Ari zehri basta multiple
skleroz (MS) ve romatoid artrit olgularinda ve yine
atopik bunyeli bireylerin desensitize edilmesinde yay-
gin bir sekilde kullaniimaktadir. Ayrica ari zehri gribal
ve ortopedik hastaliklarin tedavisinde, bunlarin yanin-
da mafsal iltihabi, deri kanseri, egzama, radyasyon-
dan kaynaklanan hasari azaltmada, epilepsi, edinil-
mis bagisiklik eksikligi sendromu (Acquired Immune
Deficiency Syndrome-AIDS), damar tikanikhgi, mig-
ren, sinlizit tedavisinde de kullanilmaktadir. Ari zehri-
nin asil etkisini saglayan toksinler, degisik sayida
aminoasit iceren peptidlerdir. Bunlardan melittin, far-
mokolojik ve fizyolojik olarak; antibakteriyel, antifun-
gal, sinir sistemini diizenleyici, radyasyondan koruyu-
cu etki gostermektedir (35). Bazi arastirmacilar tara-
findan, ari zehirinin antikanser etkinliginin énemli bir
mekanizmasi olan sitotoksik etkinin, melittin tarafin-
dan fosfolipaz A2 (PLA2) enziminin etkinlestiriimesi-
nin sonucu oldugu disinulmektedir (48,56). Son ve
ark. (56) tarafindan yapilan bir galismada farelere ari
zehirinin damar i¢i uygulanmasinin akciger metastaz-
larini 6nemli 6lciide azalttigini géstermiglerdir. Mirs-
hafiey ve ark. (41) arn zehirinin, siklooksijenaz-2
ekspresyonunu, pro-inflamatuvar sitokinlerin  (TNF-
alfa ve IL-1 beta) Uretimini ve prostaglandin E-2 (PGE
-2) sentezini engellemesinden kaynaklanan antiinfla-
matuvar ve immunosupresif etkileri nedeniyle, multip-
le skleroz (MS), romatizmal eklem iltihabi (romatoid
artrit) ve bunlarin deneysel modellerini kapsayan
inflamatuvar hastaliklarda yararl etkileri oldugu bildir-
miglerdir. Son ve ark. (56) ar zehrinin antiartrit etkisi
hayvan modellerinde gostermiglerdir. Ari zehrinin
siganlarda eklem iltihabini ve kemik degisimlerini
engelledigini, eklem kikirdagr asinmasini ve interfa-
langiyal eklem icinde inflamatuvar huicre toplanmasini
baskiladi§i gézlemlemislerdir. Bu engelleyici ve bas-
kilayici etkilerin, gesitli inflamatuvar ve otoimmin
hastaliklar tedavi etmede kullanilan kortizolin sente-
tik bir tlrevi olan prednizolon tarafindan saglanan etki
ile benzerlik gdsterdigi sonucuna varmiglardir. Ari
zehrinin antiartrit etkisinin, COX-2 ve PLA2 ekspres-
yonundaki dusts ve TNF-a, IL-1, IL-6, NO ve ROS
seviyelerindeki azalma ile baglantili oldugunu ve bu
etkisinin onun antiinflamatuvar faaliyeti ile ilgili olabi-
lecegdi bildirilmiglerdir. Tekeoglu ve ark. (59), ari zehri-
nin akupunktur tedavi yontemi ile kullanilabilirligini
arastirmiglar ve 6zel tasarlanmis ari zehri toplama
aracl kullanilarak ham ari zehri elde etmislerdir. Elde
edilen bu ham ari zehrinden dengeli venom ¢ozeltisi
hazirlamiglar ve cilt gizme (pin-prick) allerji testi ve
intradermal test uygulamislardir. Sonugta, bu calig-
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madan elde ettikleri ari zehrini, akupunktur amaci ile
kullanilabilecek bir Uriin haline getirmislerdir.

Sonug

Son yillarda diinyada Apiterapi adi verilen ari Grtnleri
kullanimina dayali tedavi yontemleri her gegen gin
artmaktadir. Gunimiz tedavi yontemlerinin mevcut
saglik sorunlarini gidermede yetersiz kalmasi ve ya-
sam Kkalitesini dusuren yan etkilere sahip olmasi ne-
deniyle ari Urlnleri ile tedavi yontemleri hizli gelisme
gOstermistir. Ari Grtinlerinin kullaniimasi ile hastalikla-
rin tedavisi olarak adlandirilan apiterapi énceleri uzak
dogu ulkelerinde kullanilan bir tedavi ydntemiyken
glnimuzde tim dinya Ulkeleri tarafindan kabul gor-
mis ve bu tedavi ydntemlerinin kullanildi§i birgok
apiterapi merkezi kurulmustur. Turkiye'de apiterapi
henuz ¢ok yeni olup tlkemiz aricilik igin uygun iklim
ve bitki ortistine sahip oldugu gibi bal ve diger ari
Urinleri konusunda buylk bir potansiyel tagsimasina
ragmen hala bir apiterapi merkezine sahip degildir.
Bu nedenle, lilkemizde apiterapiye, insan saghgi agi-
sindan etkili ve alternatif bir tedavi goéziiyle bakilarak
bu dogal urlnlerin Uretimi, tuketimi ve tipta cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanimi ile ilgili gelecekte
daha kapsamli arastirmalar yapilmasi gerekir.
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Ozet: Kisraklarda dogum sonrasi metritis goriilme sikhigi diisiiktiir, fakat dogum sirasi yaralanma ve yavru zarlarinin
atilamadiginda ise artmaktadir. Postpartum metritis; genital bolgenin yaralanmasi, uterus durgunlugu ve yavru zarlari-
nin atilamamasi ile iliskilidir. Yaygin olarak tespit edilen bakteriler; E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneu-
moniae, Streptococcus zooepidemicus, beta hemolitik streptokoklar ve stafilokoklardir. Tedavi; uterus yikamasi, oksito-
sin kullanimi, kontrolli egzersiz, damar igi sivi verilmesi, genis spektrumlu antibiyotik ve antiinflamatuvar kullanimini
icermektedir. Bu derlemede, son literatiirler 1siginda kisraklarda dogum sonrasi gortlen metritisin sebepleri ve tedavisi
degerlendirildi.

Anahtar kelimeler: Kisrak, metritis, postpartum, sebep, tedavi

The Causes and Therapy of Postpartum Metritis in Mares

Summary: The incidence of postpartum metritis in foaling mares is low, but increases when birthing trauma and re-
tained placenta occurs. Postpartum metritis was associated with genital tract trauma, uterine inertia and retained pla-
centa. Commonly isolated bacteria include E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
zooepidemicus, beta haemolytic Streptococcus spp. and Staphylococcus spp. Treatment involves uterine lavage, oxy-
tocin therapy, controlled exercise, intravenous fluids, broad spectrum antibiotics and anti-inflammatory medications. In
this review, causes and treatment of postpartum metritis in mares were focused in light of recent articles in the litera-
ture.

Key words: Cause, mare, metritis, postpartum, therapy

Girig yardim etmektedir (1,3,6,7,14). Uterus duvarinin ince,
gevsek ve kirillgan olmasi bakteri ve toksinlerin gegi-
sine izin vermektedir (1,7,17). Ozellikle uterus igerigi-
nin atimi geciktiginde veya normal uterus mukoza
bariyeri hasar gérdiginde, bakteri ve toksinlerin kan
dolagimina karigmasi hizlanmaktadir (6,7). Sonugta
septisemi ve toksemi tablosu ortaya c¢ikmaktadir
(7,17). Ayrica agir yapili ¢cekim atlari daha yuksek

Metritis dogum sonrasi 1-10. gunler arasinda nadiren
g6rulen ve zaman zaman endometriumu, myometriu-
mu veya perimetriumu etkileyen uterusun yangisel
hastaligidir (6). Tedavisinin yapilmamasi halinde
involusyonda gecikme, septisemi\toksemi, laminitis
ve Olim gorilme olasihgi yuksektir (4,6,7,15). Bu

duruma metritis-laminitis-septisemi kompleksi oranda dodum sonrasi metritis riski altinda bulun-
(16,17,22) veya toksik metritis’de (7,11) denilmekte- maktadir (4).
dir.

. Uterus enfeksiyonu bakteri tipi ve miktarina bagli
Sebepleri olarak degismektedir (7). En sik tespit edilen gram

negatif bakteriler; E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Str. equi zooepidemicus,
beta hemolitik streptokok ve stafilokoklar bulunmakta-
dir (6-8,15,17,22). Gram pozitif bakterilerden Bacte-
roides fragilis disg genital organlarda yaygin olarak
belirlenmektedir. Bu bakteri ¢iftlesme, pneumovagina
veya vagina-serviks yaralanmalar yoluyla uterusa
giris yaparak yangi olusturmaktadir (6,7,20). Tespit
edilen en yaygin mantar etkeni Aspergillus’lardir
(1,8).

Dogumun kirli cevre kosullarinda olmasi, gi¢ dogum
neticesi genital organ yaralanmalari, yavru sularinin
hidropsu, abort, torsiyo uteri, prolapsus uteri, vulva
dudaklarinin tam kapanamamasi, uterus atonisi, sag-
liksiz sartlarda doguma miidahaleler, plasentitis ve
yavru zarlarinin atilamamasi sonrasi endometriumda
hasar ve bliylk capta kontaminasyon olusturur. Bu
durum, uterusta bakteriyel enfeksiyonlar olusturmak-
tadir (2,3,7,8,13-18,21,22). Uterusta olusan yaralan-
malar, kalan yavru zarlarinin yikimlanmasi ve asiri

losi sivisi, bakteri ve toksinlerin hizla gogalmasina
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akinti (sikhkla kirmizimsi kahverengi ve kokulu), ates,
karin agrisi, st veriminde azalma, kalp atiminda ve
solunum sayisinda artig gibi belirtiler dogum sonrasi
1-10 gun iginde gorilmektedir (6-8,10,11,17,22).
Ozellikle dogum kanalinda yaralanma ve nekroz bu-
lunuyorsa, bol miktarda vaginal irinli sivi gérilmekte-
dir. Vaginal nekroz ve yirtiklarda veya atilamayan
yavru zarlari varsa bazen tekrarlayan karin ikinmalari
ortaya ¢gikmaktadir (6).

Erken tani ve tedavisi yapllmazsa septisemi, endo-
toksemi ve laminitis sekillenir (1,7,15,17). Laminitis
sekillenmesi halinde 1-5 gun iginde tirnakta sicaklik
ve nabiz ile birlikte gift tarafli veya dort ayakta birden
topallik gelisebilmektedir (6,16,17,22). Bunu kardio-
vaskuler kollaps, sok ve 6lim takip etmektedir (17).
Tirnadin dusmesi ve Ug¢uncl phalanksin rotasyonu
halinde 6tenazi gerekebilir (6). Uterus; involusyonu
kotl, genislemis, gevsek ve kotu kokulu cikolata
renkli sivi ile dolu olarak sarkik bir torba seklindedir

(7).
Tani

Anamnez ve Kklinik belirtiler ile tani konulabilir
(1,6,17). Rektal muayenede; hamur kivaminda, kalin-
lasmis, agrili, sinirlan tespit edilemeyen, ¢cok miktar-
da kokulu sivi iceren ve atonik olan uterus tespit edil-
mektedir (6,8,11,17,19). Ultrasonografi muayenesin-
de; uterusta asiri sivi birikimi, yavru zarlarinin varhgi,
geniglemis uterus, doékunti miktarina bagli olarak
farkh oranda ekojenite ve géze carpan oranda kalin-
lasmis endometrium katlari goériintilenmektedir (6-
8,17,22). Dogum kanali elle muayene edilerek sisme,
ezilme, hematom, kanama, yirtilma, nekrotik doku ve
yavru zarlarinin varligi yéniinden muayene edilmelidir
(1,6,8). Tam kan sayimi yapildiginda I6kopeni (2000
hicre\uL) ve nétropeni belirlenmektedir (6-8,17,22).
Nétropeni siklikla dogum sonrasi 3-4. glnlerde gorul-
mektedir. Septik\toksik metritisli kisraklarda tam not-
ropeni (<1500 nétrofil\uL) yaygin bir bulgudur. Do-
gum sonrasi ilk dort giin iginde rektal viicut Isisinin
38.5 °C’nin Uzerinde olmasi erken tani igin énemli bir
belirtidir (4,6,7). Uterus ve losi sivisi numunelerinde,
mikrobiyolojik tani ve tedavi igin antibiyogram yapil-
masi faydalidir (6,7). Pozitif postpartum uterus kdltir-
leri daima 6nemli klinik bir problemi gdstermez, bu
sebeple kdltir sonuglar klinik bulgularin 1s1ginda
degerlendiriimelidir (8). Ayaklarin palpasyonu ve yan
taraftan radiografisinin alinmasi, laminitis tanisina
yardim etmektedir (17,19).

Prognoz ve komplikasyonlari

Metritisin siddetine, siiresine ve sekunder komplikas-
yonlara bagh olarak degisir. Hizli ve etkin tedavisi
yaplilirsa prognozu iyidir. Endotoksemi gelisimi ardin-
dan laminitis sekillenirse prognoz koétllesir. Uterus
involusyonunun gecikmesi, sik sik boylu boyunca
yatma, laktasyon yetersizligi, endotoksemi, septisemi,
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laminitis ve 6lum gorilen komplikasyonlardir (7,22).
Tedavi

Bakteri ve dokintilerin uzaklastiriimasi tedavinin ilk
adimini olusturur (6,9,11,17,22). Perineal bdlgenin
dezenfeksiyonu yapildiktan sonra ilik (40-42 °C) steril
3-6 litre serum fizyolojik veya sulandirilmis iyot solis-
yonu (<%1) dezenfekte edilmis bir burun-mide sonda-
sI ile uterus icine nazikge verilir ve geri alinir. Uterus
sivisi temiz olana kadar yikama iglemine devam edil-
melidir (5,6,8,10,11,16,17). Rektal ve ultrasonografi
bulgularina gore uterusun yikanmasi giinde 1-3 defa
yapilir (7,16,18). Tedavinin etkinligi; rektal muayene,
seri tam kan sayimi ve ultrasonografi ile takip edilme-
lidir (1,8,17,22) Uterus yikansa bile, antibiyotiklerin
uterus i¢i kullanimlarinin etkinlikleri geligkili bulun-
maktadir (6,10). Oksitosin uygulamalari (10-20 IU kas
ici, 6 saate bir) uterus igeriginin bosaltiimasina yar-
dim etmektedir (5-8,11,17,22). Tirnakta agn yoksa
kontrollii egzersiz yaptirilmali, agri varsa padokta
dinlendirilmelidir (1,6,7).

Gul¢ dogum geciren ve yavru zarlarini atamayan kis-
raklarda erken tedaviye baslaniimalidir. Dogum icin
hijyenik bir ortam saglanmali ve gerekmedikge dogu-
ma yardim edilmemelidir (7). Enfeksiyonun kontroli
icin sistemik antibiyotik kullaniimahdir. Gentamisin
(6.6 mg\kg, damar ici, 24 saatte bir defa), penisilin
(22.000-44.000 IU, damar igi veya kas igi, 6 saatte bir
defa), trimethoprim sulfat (15-30 mg\kg, agizdan, 12
saatte bir defa) ve metronidazole (15-25 mg\kg, agiz-
dan, 12 saatte bir defa) gibi antibiyotiklerden biri kul-
laniimalidir. Endotoksemi riski bulunuyorsa, polimik-
sin-B (1000-6000 U\kg, yavas damar ici, 6-8 saatte
bir defa) ve fluniksin meglumine (0.25 mg\kg, damar
ici, 8 saatte bir defa) verilebilmektedir (6,11,12,15,17,
22). Her 48-72. saatte bir defa toplam kan sayimi
yapilarak, endotokseminin ve tedavi surecinin izlen-
mesinde yarar bulunmaktadir (7). Destekleyici olarak
genis spektrumlu sistemik antibiyotik kullanimi, anti-
histaminikler, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar ve
damar i¢i sivi  tedavileri surdirilmelidir  (7-
9,11,15,17,18).

Heparin tedavisi ve tirnak taban ici destedi erken
laminitis etkilerini dnlediginden baslanmalidir. Ayrica
asetilpromazin maleate (0.02-0.04 mg\kg, kas ici, 4-6
saatte bir defa) gibi damar genisleticiler de kullanila-
bilir (5,8,10,11,22). Rektal ve ultrasonografi muaye-
nelerinde; uterus igi sivinin azalmasi, uterus hacmi-
nin kigtlmesi ve tonusundaki artig uterustaki normal-
lesmenin 6nemli géstergeleridir (7,11,16,19,22). Tim
gayretlere ragmen bazi kisraklarda toksemi veya geri
donlstimsiz laminitis ve tirnak kemiklerinin dénmesi
sebebiyle 6lim sekillenebilir (9).

Sonug

Sonug¢ olarak kisraklarda dogum sonrasi metritise;
genital organ yaralanmalari, dogumun kirli ¢cevre ve
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sagliksiz midahalelerle gergeklesmesi, abort, vulva
dudaklarinin tam kapanamamasi, uterus atonisi, pla-
sentitis ve yavru zarlarinin atilamamasi sebep olmak-
tadir. Tanisinin hizli yapilp, tedavisinde uterus yika-
masi, oksitosin kullanimi, kontrolli egzersiz, damar
ici sivi verilmesi, genis spektrumlu antibiyotik ve anti-
inflamatuvar kullanimi yapildiginda basarili sonuglar
alinmaktadir.
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Ozet: Rotaviruslar gocuklar ve birgok hayvan tiiriiniin yeni doganlarinda ishalin en énemli nedenlerindendir. Cevre
sartlarinda uzun sure degismeden kalabilen virusun gida ve su ile de yayllmasi mimkindir. Agiz yoluyla organizmaya
giren virus; ince bagirsak epitellerinde ¢cogalarak sagilimini gerceklestirir ve ishale yol agar. Virusun ¢ogalmasi ve viral
patogenez konularinda yapilan arastirmalar virus ile micadelede arastirmacilara 1sik tutmaktadir. Bu derleme rotavirus
enfeksiyonunun molekiiler patogenezi hakkinda genel bilgi verilmesi amaciyla hazirlanmigtir.

Anahtar kelimeler: Patogenez, replikasyon, rotavirus

Molecular Pathogenesis of Rotavirus Infection
Summary: Rotaviruses are the most important cause of diarrhea in children and newborns of many animal species. It
is possible to spread the virus which can stay in a stable state for a long time under environmental conditions, with food
and water. Virus that enters the organism through one’s mouth; proliferates in the small intestine epithelium, and cau-
ses diarrhea. Studies on virus propagation and viral pathogenesis shed light on researchers in combating viruses. This

review is intended to provide general information about the molecular pathogenesis of rotavirus infection.

Key words: Pathogenesis, replication, rotavirus
Girig

Rotavirus ilk olarak virus morfolojisinin elektron mik-
roskop ile incelenmesinin ardindan 1974 yilinda reo-
virus benzeri viral antijen olarak tanimlanmis; ilerle-
yen donemlerde uluslararasi taksonomi komitesi tara-
findan (ICTV) rotavirus ismiyle reoviridae familyasi
icinde siniflandinlmisgtir. Rotavirus, 65-70 nm blyuk-
liglinde, 12 proteini kodlayan (6 yapisal protein VP1-
4, VP6, VP7 ve 6 yapisal olmayan protein NSP1-6)
11 segmentli, cift iplikgikli RNA bir iceren bir virus
olarak tanimlanmistir (Sekil 1) (20,21). Farkli turlerde
enfeksiyon olusturan rotaviruslar VP6 kodlayan gen
bélgesi analizine gére 9 farkli  serogrup
(A,B,C,D,E,F,G,H,l) olarak siniflandirilir (22,53). Kedi
ve kopeklerde tespit edilen rotaviruslar | genogrup
olarak siniflanmiglardir (53,61). Gerek gocuklarda ve
gerekse birgok hayvan tiriinde enfeksiyona neden
olan rotaviruslar siklikla Grup A rotaviruslardir. Enfek-
siyonu takiben serotip spesifik nétralizan antikorlarin
olusumuna yol acan dis kapsit proteinleri olan VP4 ve
VP7 kodlayan gen bdlgelerinin dizinlerine gére Grup
A rotaviruslar sirasiyla proteaz (P) ve glikoprotein (G)
genotip olarak siniflandiriimaktadir (52,53). Bugline
kadar kanatllar ve memelilerde en azindan 31 G ve
44 P genotip tanimlanmistir (41-44,53). Grup A rota-
viruslari ise en az 27 G tirlini ve 37 P tipi icermekte-
dir (43). Virusun segmentli RNA yapisi reassortment
nedenli mutasyonlara neden olabildiginden, virusun
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genomik diziliminin kolayca degisebilmesi ve farkli
genomik/antijenik yapida yeni saha viruslarinin olugu-
mu mumkuandur (18).

Rotavirusun replikasyon mekanizmasi, proteinlerinin
fonksiyonlari ve patogenezi ile ilgili arastirmalar ilgi
cekicidir. Virustun yapisal 6zelliklerinin kryo-elektron
mikroskobik analizleri ve gesitli tekniklerle (RNA inter-
ferens) virus konakgi iligkileri arastirimaktadir (4,27).
Rotavirus enfeksiyonunun patogenezinde hedef do-
kusu olarak sadece enterositler bilinmesine ragmen
virusun kanda viremi donemini gegirebildigi gosteril-
mis ve akciger, karaciger, merkezi sinir sistemi gibi
dokularda virus RNA’s| tespit edilebilmistir (11,17,60).

1. Rotavirusun Yapisal Ozellikleri

Rotavirus, Reoviridae ailesinde zarsiz, ikozahedral,
¢ift sarmal RNA (dsRNA) igeren bir virustur. Rotavi-
rus kapsidinin iglevi butin virus kapsidlerinde oldugu
gibi genomunu korumak ve virus partikilinin kendi
kopyalarini yapacagi uygun konakgiya aktararak,
basarili bir sekilde replike olmasini saglamaktir (30).

Virus tarafindan kodlanan farkli proteinlerin, kapsid
sinirlari icerisinde genomunu nasil transkribe ettigi,
infekte konakgl hicrenin sitoplazmasinda rotaviral
genlerin translasyonunu arttirmak i¢in konakgi hiicre-
nin translasyonunu nasil kontrol ettigi, transkribe
mRNA'y1 sablon olarak kullanip negatif sarmal sen-
tezleyerek genom replikasyonunu saglamasi ve repli-
ke olmus dsRNA genomunun paketlenmesi ve tam
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virus partiklindn olusturulmasi igin kapsid tabakala-
rinin toplanmasi gibi konular yapilan biyokimyasal
calismalar sayesinde ortaya cikmaya baslamistir
(30).

Konakg! hicrenin dsRNA'y1 translasyon gergekles-
mesi amaciyla mRNA molekiliine gevirecek enzima-
tik mekanizmaya sahip olamamasi nedeniyle, rotavi-
rustaki dsRNA genom, kendi genomik cift sarmal
RNA’larindan mRNA molekilini saglayacak meka-
nizmaya sahiptir. Hicresel nlkleazlar tarafindan ya-
pilan degradasyondan ve konak¢l hucrede
dsRNA’nin artmis konsantrasyonuna baglh olarak
tetiklenebilecek konakgi hiicre antiviral cevabindan
korunmaldir. Bu sebeple tim dsRNA viruslari transk-
ripsiyon igin kendi enzimlerini kodlar ve bdylece kendi
genomlarini endojenik olarak transkribe ederler. En-
dojen trankripsiyonun bu temel 6zellidi ve bu viruslar-
daki kapsid yapisi konakgiyla olan spesifik reaksiyon-
da 6nemli yer tutar (30,40).

Rotavirus genomu ikozahedral yapili, t¢ katmanh
protein tabaka (Triple layered particle, TLP) tarafin-
dan korunur. Bu kalin protein (TLP) tabaka virusun
bagirsakta bulunan asit ve sindirim enzimlerinin saldi-
risindan korunmasini saglar. Rotaviruslar 6zellikle
seker ve peptitleri pargalayip sindirim sirasinda onlari
dokulara ileten enterositleri (ileum villilerinin ucunda
bulunan epitelyum hicreleri) enfekte ederler. Virusun
VP2'den yapilmig olan en i¢ kapsit tabakasi, genomik
cift sarmal RNA'y1 kusatir. Ozellikle VP2 katmaninin

VP4 VP7
Seg’\r‘rﬁem Protein
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Sekil 1. Rotavirusun yapisal 6zellikleri

(A) Rotavirus genomunu olusturan 11 dsRNA segmenti

(B) Rotavirus u¢ katmanl parcacidinin (TLP) Cryo-EM re-
konstriiksiyonu. Spike proteini VP4 ve en dis VP7 katmani
gosterilmistir

(C) Igte VP6, VP2 katmanlarini ve bes-yiizlii eksende VP2’
ye baglanan transkripsiyonel enzimleri g0dsteren rotavirus
U¢ katmanli pargaciginin kesit géruntiisi

(D) Rotavirusta genom organizasyonunun sematik tasviri
(Genom segmentleri tarnskripsiyon enzimi VP2 katmaninin
icinde saran ters c¢evrilmis konik spiraller olarak sunmus)

(E ve F) Transkribe edilen cift-katmanh parcaciklarin (DLP)
Cryo-EM rekonstriiksiiyon modeli (30)
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i¢ yuzeyi ile yakin iligki iginde olan kisim, ikozahedral
olarak dizenlenmistir. VP2'nin i¢ ylizeyinde ikozahed-
ral tepelere baglanmis iki protein, VP1 ve VP3, tim
partikdlin icinde genom tarnskripsiyonuna yol agar.
Orta kapsit tabakasi T=13 (levo) ikozahedral tel kafe-
si Uzerine organize olan VP6 trimerinden olusmustur
(Sekil 1) (21,22,30,45). Enfeksiyd6z virusta en dis
tabaka ana kapsit glikoproteini VP7 ve hemaglutinin
spike proteini VP4’ten olugsmustur. VP7 katmaninin
altinda genis 6lgide VP6 ile etkilesime giren VP4’e
ait genis globuler bir domain vardir (15,22).

2. Rotavirus Cogalma ve Patogenezi

Rotavirus fekal oral yolla bulasan, 100 virus partiki-
Iinden daha azinin alinmasiyla dahi enfeksiyon olus-
turabilen, tim dinyada c¢ocuklar ve birgcok hayvan
turinun yeni doganlarinda ishal meydana getiren
enterik bir virustur (1,2,25,34). Rotavirus enfeksiyonu
ishal, enterosit hasarindan kaynaklanan malabsorpsi-
yon, enterik sinir sisteminin aktivasyonu ve epitelyum
hiicre permeabilitesini ve klorid sekresyonunu degisti-
ren NSP4 viral proteininin faaliyeti gibi cesitli meka-
nizmalarla sonuglanir (32,55).

Rotavirus enfeksiyonu ince bagirsagin proksimal
kisminda baslar ve distale yayilir. Genellikle en belir-
gin degisiklikler proksimal ince bagirsakta gdzlenir
(51). Rotavirus olgun enterositlerin villus uglarinda
cogalir (62). Enfeksiyon sonucu gelisen hiicre 6limu
villus epitelyumunun dékilmesine ve buna cevaben
sekretorik kript hiicrelerinin proliferasyonuna yol agar.
Ldmen iginde sivi ve elektrolit kaybi artarken bagirsa-
gin emilim kapasitesi duger. Enterosit kaybi sonucun-
da sindirim enzimlerinin salinimi azalr ve bunu taki-
ben karbonhidrat malabsorpsiyonu ve ishal gelisir.
Ozmotik dengenin bozulmasindan ileri gelen bu isha-
le ek olarak yapisal olmayan protein NSP4’un hiicre-
sel iletim ve kalsiyum mobilizasyonunu etkilemesi de
sekrotorik ishale yol acar. Ayrica NSP4 bazi prostag-
landin ve bazi sitokinleri uyararak bagirsak sinir siste-
mini aktif hale gecirir ve sivi sekresyonunu arttirir
(23,55).

Gittikge sayisi artan raporlar, gastrointestinal sistem-
den kacan rotavirusun ¢ocuklarda antijenemiye, hay-
van modellerinde de viremiye yol actigini gdstermis-
tir. Rotavirus antijeni ya da RNA’si dokularda
(karaciger, akciger, kalp, santral sinir sistemi) tespit
edilmistir (17,24,60). Rotaviruslar htcrenin sitoplaz-
masinda ¢ogalirlar. Konakgi hiicredeki replikasyon ve
morfogenezlerini saglamak igin gesitli yapisal olma-
yan proteinler kodlarlar. Virusun 11 dsRNA segmenti
alti yapisal olmayan (NSP1-6) ve alti yapisal protein
(VP1-4, VP6, VPT7) kodlar. Yapisal proteinlerin isim-
lendirmeleri molekiler agirliklari baz alinarak konulur.
En biiyiik VP1 125 kDa agirhgindadir. iki proteolitik
fragmenti olan VP4 ise en klglik agirhga sahiptir
(28kDa) (49).
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Yapisal proteinler gok katmanli rotavirus partiktlind
olustururken, NSP1 disindaki diger yapisal olmayan
proteinler virus replikasyonu igin zorunludur. NSP1
ise interferon diizenleyici faktor-3 (IRF-3) ile etkilesi-
me giren RNA’y1 baglayan proteindir (24). Hicre kul-
trlerinde NSP1’in yoklugu rotavirus replikasyonunu
olumsuz yonde etkilememektedir. Bununla birlikte
bazi hayvan modellerinde yapilan ¢alismalarda Type
| interferon cevabina antagonist etki yaratarak viral
patogenezde rol aldigi anlasiimistir (8). Viruslarin
konakta hastalik olusturma mekanizmasi olarak ta-
nimlanan viral patogenez etkenin organizmaya girisi,
virusun tipi, konakgi hucre iligkileri, konagin cevabi
gibi birgok bileseni icerir. Bunlarin icinde en énemlile-
rinden biri de etkenin konagin gesitli hicrelerinde
basarili bir sekilde Gremesidir (16).

2.1. Virusun hiicreye girigi ve spike proteini VP4:
Rotaviruslar bagirsak epitel hiicrelerini enfekte eder-
ler. Virusun en dis katmani hiicreye tutunma ve hicre
icine virusun girisinde rol oynar. Rotavirusun hiicreye
giris mekanizmasinda 6nceleri VP7 uzerinde durul-
mus ise de daha sonra yapilan ¢aligmalar VP4’ln bu
mekanizmada ana oyuncu oldugunu gostermistir.
VP7’nin VP4’Un hiicreye giris ve tutunmasinda fonk-
siyonu bulunmaktadir (31). Glikoprotein VP7 virion
ylzeyini kaplar ve VP4 proteinini yerine kilitler (56).
VP7, yapisal gegcisleri dizenlemek igin VP5 ile etkile-
sime girer (59). Hicreye giristeki ilk olay transkripsi-
yonel olarak aktif olan iki katmanh partikillerin
(double-layered particle - DLP) sitoplazmada var ola-
bilmesi icin dis katman tabakasinin kaybolmasidir
(39). Rotavirus dis kapsit proteini VP7 kalsiyuma
baglanir ve serbest kalsiyum iyonlarinin (Ca,") uzak-
lastirlmasi, VP7 trimerlerini monomerlerine ayristira-
rak VP7 proteininde yapisal degisikliklerle yol acar.
Bdylelikle viriondan VP7 salinir ve VP4'te yapisal
degisiklikler baslatir (3,31). VP4 ise hucreye tutunma
ve penetrasyon yanisira hemaglitinasyon, nétralizas-
yon ve virulansta da rol almaktadir. VP4‘ln proteolitik
ayrilmasi virus enfektivitesini birka¢ kat arttirdigi gibi
ayni zamanda virusun hicreye girisini kolaylastirir
(16). Proteolizis sirasinda VP4 (88 kDa), VP8 (28
kDa aa 1-247) ve VP5 (60 kDa, aa 248-776)'e ayrilir
ve ayrilma urlnleri viriona birlesik bir sekilde kalir.
Proteoliz rotavirusun hiicreye giriginin etkinliginde
anahtar bir rol oynar. Rotaviruslarin proteaz yénin-
den zengin ince bagirsaklarda replike olmasi da bu-
nunla iligkilidir (31).

Rotavirusun reseptorleriyle ilgili hipotez hala kanitla-
namadigindan virusun hiicreye pinositoz ya da direk
penetrasyonla girdigi tahmin edilmektedir. Birgok
¢alisma rotavirusun hiicreye girisinin sialik asit iceren
reseptorleri ve integrinleri de kapsayan kompleks bir
islem oldugunu gdstermistir (19). integrin hiicre disi
matrikste bulunan fibronektin, kollajen ve fibrinojen
gibi yapisma proteinlerindeki arjinin, glisin, aspartik
asitten olusan tripeptitlere baglanan hiicre zarindaki
reseptdr gruplarindan biridir (33). Bu islem sirasinda
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VP8 sialik asit ile etkilesime girerken, VP5’te integrin-
lerle iligki iginde olur. Bazi rotavirus suslarinda VP8
proteini karbonhidrat baglayici domain olarak digu-
nulmdastir. Bu domainin hucreye tutunmanin baglan-
gicinda duzenleyici gdrevi goérdugu disunulmustur.
VP4’lGin alt birimi olan VP8, baglanmada sialik asit
(SA) iceren glikokonjugati taniyarak aracilik eder
(19,62). Karbonhidrat taniyan domain VP8’in sialik
asit iceren konakg! hucre yuzey glikanlarina baglan-
didi ve bunun ardindan gelecek virus-hicre etkilesim-
lerinin stirdigu dustndlmuistar (7,14).

2.2. Endojen transkripsiyon: Replikasyon siklusun-
da sirada gelen basamak dsRNA segmentleri sablon
olarak kullanilarak, rotavirus proteinlerini Uretecek
mRNA molekiliu transkripsiyonudur. Hicreye giris
sirasinda dis katmanin uzaklastirilmasi sonucuna
sitoplazmada DLP olarak bulunan viral partikiller
icinde dsRNA segmentleri transkribe edilirler. Transk-
ripsiyon sirasinda yeni olusan drlinler DLP’nin icteki
VP2 ve distaki VP6 kapsid tabakalarinin igine gémul-
mis olan tip 1 kanal vasitasiyla ¢ikarlar ve bdylece
DLP’nin yapisinda bir degisiklik meydana gelmez
(36).

DLP, mRNA transkriptlerini ve her bir mRNA’nin htic-
resel translasyon mekanizmasi tarafindan kolayca
translasyonu i¢in gerekli olan 5’sonunun cap yapisi-
nin metillenmesi ve guanillenmesinde ihtiyag duyulan
bitin enzimatik aktiviteleri yapisinda gergeklestirebil-
mektedir (36). Bu enzimatik fonksiyonlar VP1, (RNA
bagimli RNA polimeraz) ve VP3 (guaniltransferaz ve
metiltransferaz) tarafindan gergeklestirilir (49).

2.2.1. Endojen transkripsiyonda VP6’nin rolii: \'/P6
enzimatik fonksiyonlar yonunden eksik olmasina rag-
men genomun endojen transkripsiyonunda zorunlu
bir proteindir. Prasad ve ark. (50) tarafindan cift kat-
manl pargaciklarin (DLP) ilk elektron mikroskobi ¢a-
lismalarinda VP6 katmaninda fark edilen kanallarin
mRNA cikisi i¢in kullanilabilecegi fikri ortaya atiimis;
daha sonra aktif olarak transkripsiyon yapan DLP’ler-
le yapilan galigmalar VP6 katmaninda ig¢ tip kanal
oldugu gosterilmistir. Yeni tretilmis mRNA transkript-
leri tip 1 kanallarindan disari ¢ikar (36).

VP6 iki domaine sahiptir distal domain sekiz paralel
sarmalla sandvi¢ kati meydana getirir ve bununla
VP7 katmaniyla iligki kurar. Alttaki domain ise bir
heliks kiimesinden olusur ve igteki VP2 katmaniyla
iletisim kurar. VP6 katmaninin tabani bastan sona
negatif elektrostatik potensiyel gostermesine karsilik
VP6 ve VP2 arasindaki etkilesim agirlikli olarak hid-
rofobiktir. VP6 oldukca kararli trimerler olusturur. Bu
sabit yaplyl saglamak icin yaptidi seylerden biri de
¢inko iyonu bagi olusturmaktir (31).

2.3. Genom replikasyonu ve paketlenmesi: Endo-
jen transkripsiyonu ve transkriptlerin salinmasini taki-
ben rotavirus replikasyon siklusunda birbirini takip
eden U¢ ana basamak goézlenir. 1-Translasyon ve
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viral proteinlerin sentezi, 2-Replikasyon, genom pa-
ketlenmesi ve DLP toplanmasi, 3-Yeni olusmus
DLPs’lerin (cift katmanh pargaciklar) endoplazmik
retikuluma tomurcuklanmasi dis katmanin olgun
TLPs'leri (¢ katmanh pargaciklar) olusturmak igin
toplanmasi (5,37).

2.4. NSP3 ve genom translasyonu: Rotavirus hlc-
reye girdiginde kendi mRNA’sinI hicreninki ile degis-
tirir. Normal RNA PABP adi verilen proteinle birlikte
protein sentezini tetikleyen poly-A kuyruguna sahiptir.
Rotavirus bu proteinlere sahip dedgildir; bunun yerine
NSP3 adi verilen farkli bir protein kullanir. Translas-
yonun baslangicinda rotaviruslar konakgi translasyon
mekanizmasini ele gegirirler ve hiicre protein sentezi-
ni keskin bir sekilde durdururlar. Rotavirus mRNA’s|
poly(A) kuyruguna sahip degildir ama onun yerine 3’
ucunda viral yapisal olmayan NSP3 proteini tarafin-
dan baglanan konsensus bir sekansa sahiptir. Bu
sekans poly(A) baglanma proteininin (PABP) yarar-
landigi bolgeleri kullanarak Eukaryotic translation
initiation factor 4 gamma 1 (elF4Gl) ile etkilesime
girer. Hicresel mRNA translasyonu, eksprese edilen
NSP3 tarafindan inhibe edilir ve PABP'nin ve hiicre-
sel mRNA'larin kendilerinin hiicre ¢ekirdeginde birik-
mesine yol agar (26,47,54).

Yapisal olmayan NSP3 proteini rotaviral mRNA'nin
spesifik taninmasinda ve hiicresel mekanizmayi kul-
lanarak mRNA translasyonun kolaylastiriimasinda
fonksiyon gorir. NSP3 hiicresel poly (A) baglayan
proteinin (PABP) fonksiyonel homologudur. NSP3 N-
terminal domaini rotavirus mRNA’sinin C-terminal
konsensus sekansiyla etkilesime girerken mRNA’nin
sirkulizasyonunu ve onun viral protein sentezi igin
ribozoma tasinmasini saglamak i¢in C-terminal do-
mainde elF4G ile etkilesim halindedir. (49). RNA bag-
layan domainler kalp sekilli asimetrik dimerler meyda-
na getirirken C-terminal domaini ¢ubuk seklinde bir
simetri meydana getirir. Dimerik N-terminal domaini
mRNA’nin 3’ konsensusuna sikica baglanir. NSP3’Uin
bu baglanmasi yeni yapiimis mRNA’larin replikasyo-
nun hemen ardindan viroplazmaya tasinmasi igin de
muhtemel bir mekanizma olabilecegini disundurir
(26, 49).

2.5. NSP2 ve NSP5: Reoviridae ailesindeki viruslar
genom paketlenmesi, replikasyon ve erken seviye
virion toplanmasina hizmet eden sitoplazmik inkluz-
yon cisimcikleri (viroplazmalar) uretiler (Sekil 2, A-F),
(13). Rotavirus enfekte hiicrelerde viroplazmalarin
cekirdeklesmesi iki yapisal olmayan proteine (NSP2
ve NSP5) baghdir (58), (Sekil 2, A-F). Bu yapisal
olmayan proteinler sadece viroplazma olugsumunda
degil ayni zamanda genom replikasyonu ve paketlen-
mesinde de gorev alirlar (13). Enfekte olamayan hic-
relerde NSP2 ve NSP5'in birlikte ifadesi viroplazma
benzeri yapilari (VLP) olusturur. NSP2 viroplazma
olusumunda, genom replikasyonu ve paketlenmesin-
de zorunlu bir proteindir (58). RNA-baglama ve heliks
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-destabilize etme 6zelliklerinin yani sira NSP2 nikle-
osit trifosfat aktivitesi sergiler. Bu enzimatik aktivite
icin korunmus histidin (H225) katalitik rezidu olarak
fonksiyon goriir ve bu rezidiinin mutasyonu virop-
lazm formasyonunu etkilemeden gift RNA sentezini
ortadan kaldirir (35).

A

Sekil 2. Rotavirus enfekte hiicrelerde mikrotiibil ve virop-
lazmalarin yerlesimlerinin floresan mikroskobi ile gosteril-
mesi A: Rotavirus ile enfekte olmus hucrelerin mikrotubille-
ri; B: Anti-NSP5 ile gorilen rotavirus viroplazmalari; C: A ve
B fotograflarinin birlesimi; D: Rotavirus ile enfekte olmus
hucrelerin mikrotubdlleri; E: Anti-NSP2 ile gorilen rotavirus
viroplazmalari; F: D ve E fotograflarinin birlestiriimesi (13)

Yapisal olmayan protein NSP5, Serin ve Threonin
kalintilarindan zengin dimerik bir fosfoproteindir ve
enfeksiyondan 2 saat sonra tespit edilebilir (10).
NSP5'’in gorevi replikasyon ve paketleme islemi sira-
sinda NSP2 ile baglanmayi diizenlemektir. In vivo
c¢alismalarda da bu iki proteinin (NSP2 ve NSP5),
yapisal proteinlerden VP1 (viral RNA polymerase),
VP2 ve VP3 ile birlikte viroplazma iginde lokalize ol-
dugu ve replikasyon aracilarinin ana bilesenleri oldu-
gu gosterilmigtir (8). NSP2 ve NSP5’in viroplazm olu-
sumuna, genom replikasyonuna ve virion toplanmasi-
na katildigina kanit olarak siRNA teknikleri kullanilan
calismalar hem NSP2 hem de NSP5'’in susturulmasi-
nin viroplazm olugsumunu, genom replikasyonunu ve
viral toplanmayi inhibe ettigi gostermistir (57).

NSP2 heliks destabilizasyonu gerceklestiren NTPa-
se, RTPase aktivitesiyle RNA baglayan bir proteindir
(28,31). Protein, yigiimis sekilde iki tetramerden mey-
dana gelmis halka sekilli, 35 A genisliginde bir gukur
bulunan ve ¢orek seklinde bir oktamerden olugsmus-
tur. Bu oktamerin kenarlarinda bulunan oluklar RNA
baglayan kenarlar olmasi beklenen temel rezidulerle
sinirflandiriimiglardir.  Oktamer yuzeyinde yayimis
olan elektropozitif kanallar rekabetci bir sekilde iki
liganda baglanir; ssRNA ve NSP5 (58). Boylece
NTPaz aktivitesi monomerik alt Gnitede yerlesecegi
zaman RNA’ya ve oktamerin olusumu igin gerekli
olan NSP5 ve VP1 gibi proteinlere baglanma kabiliye-
tine sahip olur (30,31).

2.6. Rotavirus genomunun kapsit ile kusatiimasi
(kapsidasyon) modeli: Her bir virionda dsRNA'nin
11 segmentinin dogru bir sekilde enkapside edilmeli-
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dir. dsRNA genomu segmentlerinin énceden olusmus
bos kapsidlere yerlesiyor olmasi da makul bulunma-
maktadir. Bunun yerine enkapsidasyonun, kapsid
toplanmasiyla (assembly) es zamanli olarak gercek-
lesebilecedi dusunulmektedir. + RNA'larin ve viral
proteinlerin enkapsidasyon Oncesi veya sirasinda
islevleri tam bilinmiyor (46, 49). Kapsidin toplanmasi
12 birimin birlesmesiyle baglar. Bu birlesim SLP olu-
sumu ve pesi sira gelecek VP6 toplanmasi iskelet
yapisi i¢in gereklidir ki bu toplanmada DLP toplanma-
sina oncllik eder (9). VP2'nin N-terminal bolgesi,
VP1'in enkapsidasyonu igin gereklidir (12).

2.7. Olgunlasma ve salinim: Olgunlasma ve salinim
rotavirus replikasyon siklusunun son basamaklaridir.
ilk olarak DLP’ler proksimal olarak yerlesmis endop-
lazmik retikuluma tomurcuklanirlar ve mekanizmasi
bilinmeyen bir sekilde ¢ift katmanl pargaciklar VP7
ve VP4'U igeren en disg katmani kazanirlar. Bu islem
sirasinda gegici olarak zarlanmis bir partikdl olusur
ve dis kapsid proteinleri bu partikiller Gzerinde yerle-
sir. Olgun partiklller endoplazmik retikulum limenin-
de toplanirlar (20). Bu tomurcuklanma islemi VP6
proteini i¢in bir baglanma bdlgesi bulunan yapisal
olmayan protein NSP4 tarafindan kolaylastirilir. Hem
VP4 hem de dis katman proteini VP7 endoplazmik
retikulumla iliskili ribozomlarda sentezlenir ve birlikte
endoplazmik retikuluma girerler.

NSP4 agirlikh olarak a-helikal bir glikoproteindir. En-
doplazmik retikulumun sitoplazmik kisminda C-
terminalinin 131 terminal rezidileriyle tetramer olus-
turur. C-terminal rezidlleri VP6 igin bir baglanma
kismi olustururlar ve DLP'ler igin hlicre igi bir reseptor
gorevi gorir ve maturasyonda rol alir (48). NSP4’lin
hicre icinde Ca2 + salinmasinda da fonksiyonu vardir
(29). NSP4’in bilinen asil fonksiyonu ise viral entero-
toksin vazifesi gorup diareyi induklemesidir (6,37,38).

VP4 proteini bagimsiz olarak sitoplazmik membranda
yapilan bir proteindir. Fakat olgun virus partikilinin
olusabilmesi icin VP7 katmanina eklenmelidir. VP7
proteini ise endoplazmik retikulumda toplanan bir
proteindir. Farkh vyerlerde toplanma asamalarini
(assembly) gegiren bu proteinlerin en dig katmani
olusturmak igin bir araya gelmektedir (4). Rotavirus
parcaciklari endoplazmik retikulum iginde baslangicta
gecici olarak zarlidir, fakat VP4 ve VPT’yi iceren dis
tabakayi olustugunda zarf kaybolur (22). VP4 proteini
de nasil meydana geldigi bilinmeyen bir sekilde Ugc-
katmanli parcaciklara eklendikten sonra enfeksiyoz
virus partikili sekillenmis olur ve virus farkhlagmig
enterosit hicrelerinde apikal ylzeyden hicreyi terk
eder. Virusun bilinen asil salinimi hiicreyi lize ederek
disari gikmasidir (4).

Sonug

Bugiine dek bildirilen yapisal ve biyokimyasal arastir-
malar ile rotavirusun replikasyonu ve molekdler pato-
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genezi hakkinda birgok bilgi saglanmis olup, halen
konu hakkinda arasgtirmalar devam etmektedir. S6z
konusu bu arastirmalar; virus-hiicre reseptor iliskisi,
NSP4’'in DLP ve TLP olusumuna ne sekilde katki
sagladigi, VP4’Gn olgunlasma asamasinda virusa
nasil entegre oldugu, virusun generalize enfeksiyon
meydana getirip getirmedigi gibi konulari kapsamak-
tadir.

Ulkemizde rotavirus infeksiyonlarinin insanlar yani
sira, farkli hayvanlardan izolasyonu gergeklestirilmig-
tir (1,2). Hayvanciligin énemli yer tuttugu Turkiye'de;
ekonomik kayiplara yol agan rotavirus enfeksiyonlari-
nin Ozellikle buzagilarda seyreden genotiplerinin ay-
dinlatiimasina yonelik ¢aligmalar; ileride gelistiriimesi
disunilen asilar icin temel olusturmaktadir (1,2).
Ayrica bu calismalarda kazanilan izolatlar, virusun
patogenezini anlamaya yodnelik calismalar yapmayi
da mumkun kilmaktadir. Bu baglamda; yeni doganlar-
da gastroenteritis ile seyreden rotavirus enfeksiyonla-
ri 6nemli bir sikhga sahip olup; virusun molekuler
diizeyde patogenezini aydinlatacak her ¢alisma nihai
hedef olan bu enfeksiyondan korunma konusunda
onemli verilerin saglanmasi adina degerli ¢calismalar
olarak yer tutacaktir.
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Ozet: Brusellozis, Latin Amerika, Orta dogu, Afrika ve Asya’da endemik seyreden zoonotik bir enfeksiyondur. Giiniimii-
ze kadar 11 Brusella tirG tanimlanmistir. Brusella turleri icerisinde insanlarda en siddetli enfeksiyona neden olan B.
melitensis turd olup bunu B. suis ve B. abortus izlemektedir. Brusella tirleri farkl sayilarda biyovarlardan olusmakta ve
immun serumlar ile aglitinasyon, bazi boyalar ve fajlara duyarlik 6zelliklerine goére de ayirimlari yapilmaktadir. Enfeksi-
yon kaynaginin tespiti, enfeksiyon ve/veya asi suslarinin karakterizasyonu ve yeni tirlerin ortaya konulmasi énceleri
biyovarlara gore yapilir iken, son yillarda Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) ve Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) gibi PZR tabanli yontemler ile Multilokus variable number tandem repeat analysis
(MLVA), Multilokus Sekans Tiplendirme (MLST) gibi molekiiler test ve yontemler ile yapiimaktadir. Bu derleme ile bu
yontemler ve bu alanda yapilan ¢alismalar ile ilgili glincel bilgiler sunulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Brusellozis, LAMP, molekdler tani, MLST, MLVA

Molecular Methods and Applications in Brucellosis Diagnosis and Epidemiological Studies
Molecular Methods in Brucellosis

Summary: Brucellosis is an endemic zoonotic infection in Latin America, the Middle East, Africa and Asia. Up to 11
Brucella species are described. Among the Brucella species, B. melitensis is the most severe infectious species in
humans, followed by B. suis and B. abortus. These Brucella species are differentiated into biovar and characterized by
immunological sera and agglutination, some dyes and phage susceptibility properties. However, some biovars can not
be distinguished by these methods and additional molecular tests such as Multilocus variable number tandem repeat
analysis (MLVA), Multilocus Sequence Typing (MLST) and PCR based methods such as Loop Mediated Isothermal
Amplification (LAMP), Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) are needed for the detection of infection
source. This compilation provides current information on these methods and the work done in this area.

Key words: Brucellosis, LAMP, molecular diagnosis, MLST, MLVA

Girig Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve “Loop Me-

Brusellozis glinimizde hala énemli zoonotik hasta- diated Isothermal Amplification” LAMP uygula-

liklardan biri olarak yerini korumaktadir. Birgok ilkede ~ Malart

eradikasyonu basarilmis ise de yabani ve evcil hay- Brusella tiir ve bazi biyovarlarinin tanimlanmasi etke-
vanlarda tim kitalarda ozellikle Akdeniz bolgesinde, nin Ureme 6zelliklerine, serotiplendirme ve bakteriyo-
Ortadogu, Bati Asya, Afrika ve Glney Amerika'da  faj tiplendirme yéntemlerine gére yapilmakta, ancak
endemik olarak seyretmektedir (5,35). Brusellalar epidemiyolojik arastirmalar igin 6nemli olan suslar
tanimlanmalarina, tir ve biyotip ayinmlarina ragmen arasindaki farkliliklarin belirlenmesidir. Epidemiyolojik
klasik yontemler ile suglarinin epidemiyolojik orijinleri iliskiler 6nceleri biyovarlara gére yorumlanir iken, yeni
ve suslardaki varyasyonlar izlenememektedir (12). marker genlerin veya DNA dizilerinin belirlenmesi;
Saha suglarinin klonal benzerliklerinin, enfeksiyon PZR, PZR'ye dayali yontemler ile birlikte MLVA ve
kaynaginin ve yeni Brusella tirlerinin belirlenmesinde MLST gibi molekiiler yontemlerin kullanimini gerekli
biyotiplendirme yontemlerinin yeterli ayinmi saglaya- g imistir (6,9,17,27,34,40). Brusella tiirlerinin PZR ile
mamasi derlemede anlatilan molekiler yontemlerin belilenmesinde saha érneklerinde, polimeraz aktivi-
kavranmasina ihtiyag duyuldugunu gostermektedir  teginin lipid, nikleaz, yiiksek divalent Ca iyonlari ile
(24,25). Bu yontemler, LAMP ve RFLP gibi PZR ta-  gpgellenmesi ve DNA amplifikasyon sorunlarina rag-
banli metotlar ile MLVA ve MLST gibi molekiiler test  men daha sensitiv ve kisa siireli sonug vermesi 6zel-
ve yontemlerdir. likleriyle PZR tabanli testler kiltir testlerine tercih

edilmektedir (31,41). Brusella teshisi amaciyla ilk
PZR uygulamalarindan sonra gesitli molekiler mar-
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tir (1,9,14,25,30). Brusellanin cins ve tir diizeyinde
PZR ile ayinmi amaciyla gesitli genler belirlenmistir
(7,29). Bu amagla kullanilan bazi genler 16S rRNA,
BCSP31, omp2, omp19, bp26, IS711'dir (28). Gundu-
mize kadar PZR-tabanli metotlara yonelik 400’'Un
Uzerinde arastirma mevcut olup Yu ve Nielsen (42)
bu caligmalarin bir kismini yayinlamistir. Bricker ve
Halling (2), 4 Brusella turtnd (sirasiyla B. abortus, B.
melitensis, B. ovis ve B. suis) Brusella tir isimlerinin
bas harflerinden ibaret bir sinonim “AMOS-PZR” ile
ifade edilen bir yontem ile belirledigini bildirmistir. Asi
suslarinin ve B. abortus biovar 3,5,6 ve 9'un belirlen-
mesi bu yéntem ile mimkin olmamigtir. Bu ayirimi
yapabilmek amaciyla Bricker ve Halling (3), B. abor-
tus S19 ve RB51 ayinmini AMOS-PZR’a 3 oligonuk-
leotid ilavesi ile yapmis ve bu testi multipleks AMOS-
PZR olarak adlandirmigtir. Daha sonra Garcia-Yoldi
ve ark (10), cabuk ve tek bir basamakta Brusella ayi-
rimlarini yapabilen yeni bir multipleks PZR testi gelis-
tirmiglerdir. Geng ve ark (13) ile Terzi ve ark (36) yap-
tiklan galismalarda Lopez-Goni ve ark (19) tarafindan
Onerilen primerlerden bazilari ile tur dizeyinde teghis
ve agl susu-saha susu ayirimi ¢alismalarini yapmig-
lardir. Elde edilen sonuglar hem pratik olmasi hem de
spesifik olmasi ile avantajlar saglamistir. Lopez Goni
ve ark (19), Brusella tur ve asi suslan B. melitensis
Rev.1, B. abortus S19 ve B. abortus RB51 ayirimini
yapabilen Bruce-ladder olarak tanimlanan bir multip-
leks PZR gelistirmislerdir. Bu test, B. canis ve B. suis
ayirmini da yapabilen ilave primerler ile gerceklesti-
rilmistir. Brusella tirlerinin molekiler teshisi amaciyla
“point of care” olarak adlandirilan hizh, etkin ve du-
yarl sonuglar elde edilen LAMP (Loop Mediated Isot-
hermal Amplification) yontemi gelistiriimistir. LAMP
protokolinde, zincir yer degisikligi aktivitesini sagla-
yan Bst DNA polimeraz enzimi ve gende 6 bdlgeyi
tanimlayan 4 primer cifti kullanilmaktadir (22,37).
Test suresi konvansiyonel PZR’'de 2-3 saat iken, bu
test ile 30-60 dakikaya inmektedir. Gendeki cesitli
bodlgeleri tanimlayan spesifik primerler testin spesifite-
sini artirir iken ilave loop primerlerinin kullanimi sen-
sitiviteyi artirmaktadir. Ayrica termal cycler ve jel go-
runtileme gibi sofistike materyallere ihtiya¢c duyulma-
masi testin diger bir avantajidir. Bu test DNA urUnleri
ile birlikte fazla miktarda pirofosfat molekdllerinin biri-
kimine neden olmakta ve bu durum Calcein ve Man-
gan gibi florofor boyalarin ilavesi ile gésteriimektedir.
Reaksiyonun baslangicinda calcein, floresans man-
gan iyonlari tarafindan séndirilir sonraki dénemler-
de biriken DNA urunleri pirofosfat molekdllerine bag-
lanarak floresan verir. Bu Urinler divalent Mg iyonlari-
na baglanarak cogaltilir ve ¢iplak gézle gézlenebildigi
gibi elektroforez ve UV kaynagi ile de tespit edilmek-
tedir. Kolorimetrik tespit ise Hidroksinaftol blue ve
SYBR Green gibi boyalarin ilavesi ile mimkunddr, bu
boya ile negatif 6rnekler menekse renge, pozitif or-
nekler ise gokylizii mavisine donismektedir. Brusel-
lanin LAMP ile teshisi ilk olarak Ohtsuki ve ark (23)
tarafindan BCSP31 geni baz alinarak yapiimigtir. Bu
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calismada 22 sus igerisinde 6 Brusella tirinin 10fg
konsantrasyonda tespiti mimkin olmustur. Test 63°C
de 35 dakikada gercgeklestiriimistir. Pan ve ark (26)
sut érneklerinde omp25 gen bazli LAMP testi ile ol-
dukga yiiksek sensitivite (1.3x10° cfu/ml) de genomik
DNA tespit ettiklerini bildirmiglerdir.

Multi lokus variable number tandem repeat analy-
sis (MLVA)

Brusella enfeksiyonunun takibi agisindan biyovar ve
sus farkhliklarinin belirlenmesi 6zellikle birgok biyoti-
pin yaygin oldugu populasyonlarda énemlidir. Yiiksek
oranda konservasyona ragmen bu amacla birgok
farkh testin gelistiriimesi devam etmektedir. Bu alan-
da o6zellikle B. suis, B. melitensis ve B. abortus ge-
nom karsilastirmalari yapilmaktadir (7). B. meliten-
sis’de 3100 6zel ve degdisken gen belirlenmis ve bun-
larin bir kismi potansiyel diyagnostik marker, bir kis-
mi da Brusella turlerinin ayirimi amaciyla kullaniimig-
tir. Yakin akraba Brusella tirlerinin ayirimi amaciyla
3 Brusella biyovari (B. abortus 941, B. suis 1330, B.
melitensis 16M) genomik sekans verileri kullaniimak-
tadir. Brusellanin molekdler tiplendiriimesi amaciyla
bircok ydntem mevcuttur. Az sayida polimorfizm ne-
deniyle cogu genetik teknikler ile turler igerisindeki
suslarin ayirimi olduk¢a gugtir. Bu ayirim igin en iyi
yaklagimlardan biri multi lokus variable number tan-
dem repeat analysis (MLVA)'dir (39). MLVA, lokal
epidemiyolojilerin ve enfeksiyon tespitinde retrospek-
tif olarak sonuglarin degerlendirimesinde hala ilk
tercih olarak 6nem tagimaktadir. Bu yontem ile, mu-
tasyon oranlarindaki siklik, asi ya da pasaji yapilan
suslardan orijin alan ¢ok sayida izolatin arastiriimasi
muimkindidr. MLVA harici diger molekiler yéntemler
biyovar diizeyinde sinirli bilgi vermesi itibari ile tercih
edilmemektedir. Brusella tur ve biyovarlari ginimuz-
de 16 genetik bolge temel alinarak MLVA ile detayl
olarak tiplendirilmektedir. Su ana kadar 8, 10, 11, 15,
16 ve son olarak da 21 lokus arastirmalarda kullanil-
mistir. MLVA tiplendiriimesinde, 16 degisken tandem
tekrar bélgelerinin belirlenmesi ile Brusella izolatlari-
nin izlenmesinin  mimkin oldugu belirtiimektedir
(4,18). Brusella MLVA veritabani 2006 yilinda Fran-
sanin Orsay sehrinde Paris Sud Universitesinde ge-
listirilmistir. O zamandan beri bu programa dizenli
olarak yeni veriler eklenmektedir (32). Bakterilerde
sirall olarak (tandemly) tekrar sekanslari minisatellit
(9 bp ve Uzeri) ve mikrosatellit (8 bp’e kadar tekrar
Unitesi) bulunmaktadir (38). MLVA-160rsay Olarak ad-
landirilan bu MLVA genotiplendirme sistemi, 8 adet
minisatellit ve 8 adet de mikrosatellit marker icermek-
tedir. Minisatellit markerlardan tlrlerin belirlenmesi,
mikrosatellitlerden ise alttlirlerin ayirimi amaciyla
yararlaniimaktadir. Satellitleri olusturan DNA dizileri 2
panele ayrilarak lokus numarasina gére adlandiril-
maktadir. Panel-1’i olusturan minisatellit markerlar
Bruce06, Bruce08, Bruce11, Bruce12, Bruce42, Bru-
ce43, Bruced5 ve Bruceb5 iken, Panel 2'yi olusturan
mikrosatellitler 2A (Bruce18, Bruce19 ve Bruce21) ve
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2B (Bruce04, Bruce07, Bruce09, Bruce16 ve Bru-
ce30) olarak iki grupta degerlendirilmistir. Diinyada
insan ve hayvan orijinli Brusella izolatlarinin bulundu-
gu ve karsilastirmalarin yapilabildigi bir web sitesi
mevcuttur (http://mlva.u-psud.fr) (21). MLVA16 panel-
leri ile 2000’Un Uzerinde Brusella izolati ile ilgili bilgile-
re internet veri tabanindan ulagmak mumkundur (29).
Online olarak MLVABank5.0 tutorial version 4.6 prog-
ramindan yararlanilarak MLVA veya CRISPR verileri
girilerek genotipik cesitlilik, yayginlik indeksi, filoge-
netik agag¢ cizimi ve cografik karsilastirmalar (http://
mlva.u-psud.fr/) yapilmaktadir. Genetik benzerliklere
gore cluster ve gruplandirmalar yapilmaktadir. Clus-
ter ve gruplandirma iglemi, UPGMA (unweighted pair
group method with aritmetic mean) algoritmasina ve
kategorik mesafenin belirlenmesine gére yapilmakta-
dir. Elektroforez sonuglari BioCalculator (Bionumerics
6.5) gibi yazilim programlari vasitasi ile standart su-
sun amplikon buyUklugu ile karsilagtirilarak VNTR
alel Tablo’sundan yararlanilarak ilgili lokusdaki tekrar
Unite sayilarina donustirdlir. Genetik diversity, Hun-
ter-Gaston diversity index ve giiven araligi (Cl) online
olarak (www.hpa-bioinformatics.org.uk/cgi-bin/DICI/
DICI.pl.) biyoinformatik araglarla yapilabilmektedir.
ilk MLVA testi, 2003 yilinda Bricker ve ark. (4) tarafin-
dan HOOF-print olarak adlandirilan hypervariable
octameric oligoniikleotid fingerprintler olarak ifade
edilmis ve Brusella cinsinin, AGGGCAGT olarak bili-
nen tekrar Uniteyi icerdigi belirlenmisgtir.

Cesitli arastiricilar Brusella agsilarinin biyolojik aktivi-
telerini arastirmak amaciyla MLVA yoéntemlerinden
yararlanmislardir. Bricker ve ark (4), marker RB51 asI
susunda HOOF-print yontemi ile allellik mutasyon
belirleyemediklerini bildirmigler, Garcia-Yoldi ve ark
(11) B. melitensis Rev1 asi suslarinin stabilitesinin
ifadesi amaciyla toplam 36 asiyi MLVA ile incelemis-
ler ve 7 farkli genotip belirlediklerini bildirmislerdir. Bu
genotiplerin Bruce07, Bruce09, Bruce16 ve Bruce18
lokuslarinda bir tekrar Unite degisikligiyle karakterize
oldugunu agiklamiglar ve Rev1 suslarinin genetik
olarak homojen oldugunu bildirmiglerdir. Miranda ve
ark (20) ise Brezilya’da uretilen B. abortus S-19 asi
suslarinin genetik stabilitesini belirlemek amaciyla
immdinojenite, reziduel virllens ve genetik profil 6zel-
liklerini arastirmiglardir. Arastiricilar toplam 8 asi su-
su ile United States Department of Agriculture
(USDA) referans asi susu kargilastirmalarini yapmis-
lardir. Arastirmada toplamda 8 susa ait 2 batch ve
referans asi susu kullanmislardir. incelenen batch’le-
rin BruceO7 lokusunda 6 tekrar Unitesi, asi susunda
ise 5 tekrar Unitesi belirlemislerdir. Farkl bir profili
gOsterse de bu mutasyonun, asinin etkinligi Gzerinde
olumsuz bir etki gostermedigini bunun sadece asiya
ait bir marker olarak kullanilabilecegi sonucunu ¢ika-
rilmiglardir. Tim bu arastirmalar in-vitro asi kontrolle-
ri amaciyla MLVA'nin kullaniminin énemli oldugunu
gbstermistir. Benzer olarak yapilan ¢alismalarda Gar-
cia Yoldi ve ark (11), 36 Rev1 izolati ve 16M suslari
icerisinde MLVA-15 ile 11 lokusda identik profil belir-

Oktay GENC

lerken bazi izolatlarda 4 lokusda (BruceO7, Bruce09,
Bruce16 ve Bruce18) farkhlik belirlemislerdir. Agi
suslarinin izlenmesine ydnelik yapilan diger ¢alisma-
larda, Dorneles ve ark. (8), B. abortus S19 asI suslari
icerisinde bir sugta Bruce 07 lokusunda 5 yerine alti
tekrar Unitesi, RB51 asiI suslarinda 2 grup belirlemig-
ler yine ayni lokusda 7 yerine 6 tekrar Unitesi tespit
etmiglerdir. Her ve ark (15), 2 B. abortus susunun
HOOF-3 lokusunda varyasyon tespit ettiklerini bildir-
mislerdir. Arastiricilar toplam 9 cluster igerisinde 23
genotip tespit etmiglerdir. B. abortus 544 ve B. abor-
tus 2308 referans suglari, 2 izolat ve 30’a kadar pa-
sajl yapilan suglar ile yapilan ¢alismalarda; B. abor-
tus 544 susunun 4, 16 ve Hoof 3 lokuslarinda degi-
siklik belirlerken diger lokuslarda ve suslarda degisik-
lik belirlenmedigini bildirmiglerdir. Farkh lokuslardaki
mutasyonlarin belirlenmesi gelecekte farkli allellerin
epidemiyolojik calismalar icin kullanilabilecegini gos-
termektedir. Turkiye’de gerek insanlardaki Brusella
susglari (16) gerekse hem insan hem koyun hem de
sigir suslari (33) MLVA ile tiplendirilmigtir. Kilig ve ark
(16) yaptiklari genotiplendirme sonucu 162 Brusella
izolatinin 105 genotip tasidigini belirleyerek 73’lGnin
tek susta, 32’sinin 2-8 susta tespit edildigini bildirmig-
lerdir. Sidamonidze ve ark. (33) Gircistan ve Turki-
ye’deki hayvan ve insan kaynakli suslarin genotiplen-
dirmesini yapmiglar, Turkiye’'deki izolatlarin Dogu
Akdeniz grubunda yer aldigini belirlemigler, sadece 2
B. melitensis susunun klonal benzerliginin Turkiye ve
Gurcistan igin ortak oldugunu tespit etmislerdir.

Multilokus Sekans Tiplendirme (MLST): Onceleri
(39) 9 housekeeping gen ile 27, bugin igin ise 78
sekans tipinin belirlendigi aciklanmistir. Sekans tiple-
rinin gap, aroA, glk, dnakK, gyrB, trpE, cobQ, omp25
ve int-hyp genlerine gére tanimlandigi ve degiskenli-
gin en ¢ok glk geninde oldugu bildirilmigtir. Ayirim
glicini artirmak amaciyla 9 gene ilave 12 gen ilavesi
ile toplamda 21 lokusa ait gen ile 141 sekans tipinin
belirlendigi bildiriimektedir. Hem 9 hem de 21 lokusa
ait MLST veribankasina http://pubmist.org/brucella/
web adresinden ulasilabilmektedir (40).

Sonug

Brusellalarin tiplendiriimesinde her ne kadar farkl
molekiler yéntemler mevcut ise de Brusella biyotiple-
rinin ve suglar arasinda varyasyonlarin belirlenmesi
icin en 6nemli yontem MLVA olarak karsimiza ¢ik-
maktadir. Mevcut MLVA tiplendirme yontemleri, refe-
rans Brusella susglarinin veya asi-izolatlarin izlenme-
si, olasi mutasyonlarin, bulas kaynaklarinin veya
cografik dagilimin belirlenmesi icin tek metot olarak
kabul gdrmektedir. ilave ayirici markerlar belirlenin-
ceye kadar Brusella suslarinin genotiplendirmelerinin
MLVA ile yapilmasi ve koleksiyonlarin bu dogrultuda
olusturulmasi Brusella susg/izolat bankasinin geriye
donuk olarak olusumunu da saglamis olacaktir.
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Summary: Chocolate cause clinical symptoms in birds as other animals and is well known food toxin for animals. Toxic
components of chocolate are theobromine and caffeine that are within methylxanthines. In this case report; male, four
months old budgerigar with abnormal behaviour, hyperactivity, tremors, ataxia, loss of appetite, vomiting, diarrhoea
referred to our clinic. According to anamnesis the budgerigar had no health problem up to last 12 hours. But, since last
12 hours, the budgerigar had eaten cakes containing chocolate about the size of hazelnut and at the same time it had
also eaten 15-20 sugar about the size of rice which covered with cacao, according to the owner. After that, the budgeri-
gar ate cake containing chocolate about the size of hazelnut and also 15-20 sugar covered with cacao. After this com-
plaints mentioned above started. In the clinical examination of the budgerigar; body temperature was 41.8°C, respira-
tion rate was 65/minutes. In the Electrocardiography findings, pulsation was 235 beat/minutes, and ventricular arrhyth-
mias was found. In treatment; activated carbon tablet (3 mg/kg) were applied to the bird in every 12 hours. Owner in-
formed that the bird got to normal health 24 hours after the treatment. As a result; with this case report chocolate intoxi-
cation and treatment were mentioned in budgerigar.

Key words: Budgerigar, chocolate toxication, cocoa, theobromine poisoning

Bir Muhabbet Kusunda Cikolata Toksikasyonu

Ozet: Cikolata Theobroma kakaonun kavrulmus tohumlarindan elde edilen ve diger hayvanlarda oldugu gibi kuslarda
da klinik semptomlara neden oldugu iyi bilinen bir gida toksinidir. Gikolatanin toksik bilesenleri metilksantinlerden olan
teobromin ve kafeindir. Bu vaka anormal davranis, hiperaktivite, titreme, denge bozuklugu, istahsizlik, kusma, ishal
sikayeti klinigimize getirilen dort aylik erkek bir muhabbet kusunda degerlendirildi. Alinan anamnezde; son 12 saate
kadar herhangi bir saglik probleminin olmadigi 6grenildi. Fakat, muhabbet kusunun son 12 saatte findik biyukliginde
cikolta iceren kekleri yedigi ve ayni zamanda, piring buyukluginde ¢ikolata ile kapl yaklasik 15-20 adet sekeri de yed-
igi hasta sahibi tarafindan ifade edildi. Bunu takiben sikayetlerin ortaya ¢iktigi bilgisi alindi. Muhabbet kusuna yapilan
genel klinik muayenede; viicut i1sisinin 41.8°C, solunum frekansinin 65/dk, oldugu tespit edildi. Elektrokardiyografi bul-
gularinda nabiz frekansinin 235 atim/dakika ve ventrikiler tagikardi oldugu belirlendi. Tedavide kusa 1-3 mg/kg
dozunda aktif kdmlr 12 saat ara ile uygulandi. Tedaviden 24 saat sonra muhabbet kusunun normale dondugu
ogrenildi. Muhabbet kuglarinda gikolata toksikasyonunu ve sagaltimi bu vaka raporu ile belirlendi.

Anahtar kelimeler: Cikolata, gikolata toksikasyonu, kakao, muhabbet kusu, teobromin zehirlenmesi

Introduction and it is subjected to enterohepatic recycling (1,3).

Theobromine and caffeine inhibit competitive cellular

The main reason for chocolate toxication is theobro-
mine (3.7 methilxantines) and caffeine (1. 3. 7-
trimethilxantines) ingredients (3,9,10). Although theo-
bromine concentration in chocolate is three to 10
times higher than cafein, both of them contribute to
clinical symptoms seen in chocolate toxication
(1,3,17). Theobromine and caffeine absorbed easily
from gastrointestinal (Gl) canal and spread to whole
body. Theobromine and caffeine metabolised in liver
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Kabul Tarihi/Accepted Date  :27.02.2018

* :This case presentation was presented as a poster in International
Conference on Biological Sciences, Konya, Turkey, 21-23 October
2016.

adenosine receptors. As a result, central nervous
system (CNC) stimulation, diuresis, and tachycardia
may occur. Methylxantines increase uptake of cellular
Ca™™ and in striated muscles inhibits intracellular Ca™
excretion, thus, cause increasein intracellular Ca**
level. The effects are; increased skeletal and cardiac
muscle contraction (1,3,8,9,10).

Clinical signs of chocolate toxication are vomiting,
diarrhoea, restlessness, hyperactivity, polyuria, atax-
ia, rigidity, tremors, and seizures. Tachycardia, prem-
ature ventricular contractions, tachypnea, cyanosis,
hypertension, hyperthermia, bradycardia, hypoten-
sion, or coma may occur (1,3,8,9). Death mainly oc-
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cur as a result of heart rhythm disorders, hyperther-
mia or insufficient respiration (8). The diagnosis of
chocolate toxication mainly based on clinical findings
and anamnesis of chocolate exposure. There is no
specific antidote for chocolate intoxication. The aim of
treatment in chocolate toxicity is to maintain basic life
support, reduce the absorption, increase the removal
of alkaloids, symptomatic relief of seizures, regulate
the respiratory difficulties and correct cardiac dys-
function (3).

Case Report

In this case report; male, four months old budgerigar
with abnormal behaviour, hyperactivity, tremors, atax-
ia, loss of appetite, vomiting, diarrhoea referred to our
clinic. According to anamnesis the budgerigar had no
health problem up to last 12 hours. But, since last 12
hours, the budgerigar had eaten cakes containing
chocolate about the size of hazelnut and at the same
time it had also eaten 15-20 sugar about the size of
rice which covered with cacao, according to the own-
er. After this feeding complains mentioned above
started according to anamnesis. In the clinical exami-
nation of the budgerigar; body temperature was
41.8°C, respiration rate was 65. In electrocardiog-
raphy (ECG), pulsation was 235 beat/minutes, and
ventricular arrhythmias was found. The ECG
(Cerewell ECG 110336 Vet, China) was applied at 25
mm/s. Due to the clinical findings and anamnesis;
diagnosis considered as chocolate toxication. activat-
ed carbon tablet (3 mg/kg) were applied to the bird in
every 12 hours for treatment. Furthermore, diphenhy-
dramine HCL (2.2 mg/L) was also suggested to the
animal owner for sedation. We were informed by
animal owner that the bird got to normal health 24
hours after treatment. As a result; with this case re-
port chocolate intoxication and treatment were men-
tioned in budgerigar (Table 1 and Figure 1).

Result and Discussion

Erciyes Univ Vet Fak Derg 16(1), 73-76, 2019

Figure 1. Anxious appearance of the budgerigar

baking ingredients (such as particles of chocolate,
cocoa powder), and cocoa bean mulches (5). Like-
wise, in this case report, a budgerigar ate a cake
containing chocolate and also sugar covered with
chocolate, thus, had intoxication symptoms. Studies
about toxic effects of methylxantines in birds could
not be cited. But, this kind of components known to
antagonize adenosine receptors in mammalians
(3,13,15,18). Although adenosine receptors present
in whole body, methylxantines mostly effect receptors
present in the nervous system and cardiovascular
tissue. In cardiovascular system, antagonising effects
of these receptors were end up with tachycardia,
hypertension and ventricular arrhythmia in the ECG
(3,8,9,18).

Normal ECG values in many birds still have not been
determined. In addition, ECG traces in birds should

Table 1. ECG findings of Il derivation in budgerigar having chocolate intoxication and in healthy budgerigar

Parameters Chocolate intoxication Healthy
P amp 0.1 mv 0.2

P ms 0.15 0.12

PR int 0.035 0.06
QRS int 0.045 0.07

ST interval 0.038 0.03

QT interval 0.08 0.065

T amp. 0.15 0.2
Frekans 235 195

Chocolate cause clinical symptoms in mammalians
and birds and it is one of the well known food toxin
(4,13). Toxic components of chocolate are theobro-
mine and caffeine which are both methylxantines
(3,8). Domestic animals may exposed to chocolate or
cocoa products such as candies, cakes, cookies,
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be taken at 100-200 mm/s (14). Furthermore, during
ECG examination of birds, restraining and positioning
of them cause severe stress (6). In this case presen-
tation, pulsation determined to be 235 beat/minute at
ECG and ventricular arrhythmia were also observed.
To understand if this ventricular arrhythmia due to
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Figure 3. ECG findings healthy budgerigar

stress or not, a healthy budgerigar at the similar age
and same breed was examined, pulsation found 195
beat/minute and had a normal sinus rhythm. Accord-
ing to these results ventricular tachycardia in the
budgerigar may develop due to chocolate poisoning.
On the other hand, in this present case report, ECG
were taken at 25 mm/s due to our ECG readers’ in-
sufficiency (Figure 2 and Figure 3). reading ECG
traces were very difficult. So, ECG in birds suggested
to be taken at 100-200 mm/s as reported in the litera-
ture (14).

In central nervous system, adenosine receptors have
locomotors antidepressant, anxiolytic, and sedative
effects. Inhibition of adenosine receptors by
Methylxantines cause stimulation of the central nerv-
ous system, hyperactivity and anxiety (3,7,11,13,15).
Seizures and hyperalgesia can also be seen (13).
Sera et al. (17) reported a chocolate toxication in a
mynah bird which had abnormal behaviours likeag-
gression, changing habits, excitement, hyperesthe-
sia, seizures or syncope findings. Similar symptoms
were also observed in our case report.

As a result of kidney adenosine receptor inhibition,
kidney functions reduce and polyuria draw attention
(3,11,13,18). In the present case report, observed
more liquid dropping believed to the result of polyuria.

Other clinical symptoms of chocolate intoxication are
platelet aggregation, anorexia, dullness, vomiting
(regurgitation in birds), muscle tremors, hyperther-
mia, increased respiratory rate, cyanosis, coma, and

Kemal Varol

death (3,8,13,17,18). Similarly in this case report,
anorexia, dullness, and regurgitation were observed

In animals, clinical symptoms can develop in a few
minutes or a few hours and after in a while eating
chocolate can be lethal (7). In the present case, clini-
cal symptoms started four-five hours after chocolate
intake according to anamnesis and these symptoms
continued until their application to our clinic 12 hour
after food intake.

Fluid diuresis can help stabilizing cardiovascular
function and accelerating urinary excretion of
methylxanthines (1). Due to the abnormal behaviour,
hyperactivity, tremors, ataxia iv fluid infusion was not
performed. For this reason oral fluid application was
used.

In the treatment, methocarbamol or diazepam (0.5
mg/kg intravenous) can be use for tremor, mild sei-
zures, and in severe seizures; barbiturates and di-
phenhydramine HCI 2.2 mg/L of drinking water for the
control of tremors (1,2,10,17). In the present case
report, diphenhydramine HCI were suggested.

In the treatment, removal of Gl content has also been
suggested (6,12,16). Especially in birds, the high
possibility of aspiration of regurgitation, following 1-3
g/kg activated carbon tablet application lavage of
proventriculus has been suggested (1,6,8,12,16).
But, in this case, because the bird applied to our clin-
ic 12 hours after chocolate intake, lavage was not
implemented. But, to reduce absorption 1-3 g/kg acti-
vated carbon tablet administered and because of the
enterohepatic recirculation of methylxanthines, re-
peated doses should be administered every 12 hour
in symptomatic animals for as long as signs are pre-
sent (1). Twenty four hours after treatment the bird
became well, this treatment believed to have an im-
pact in this outcome as reported in the literature.

As a result, in the light of these information’s the pre-
sent case report is the first report on chocolate intoxi-
cation in budgerigar. Treatment strategies were also
discussed and believed to be helpful to the practition-
ers that facing such problems. Further studies in
terms of this subject also suggested to enlighten the
issue.
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