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Pisolithus arrhizus Ekstrakti Kullanilarak Sentezlenen Titanyum Nanopartikiiliiniin Antimikrobiyal
Etkisi*
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Atif yapmak igin: Yuvali Celik G, Onbagh D, Ozbahar O, Ogsoy I. Pisolithus arrhizus ekstrakti kullanilarak sentezlenen
titanyum nanopartikllindn antimikrobiyal etkisi. Erciyes Univ Vet Fak Derg 2019; 16(3): 157-161.

Ozet: Pisolithus arrhizus (Scop.) Rauschert (Basidiomycetes) tiirli okaliptiis ve gam agaglarinin birgok tiiriinii cevrele-
yen kokleri toprakta bulunan bir ektomikorizal mantardir. Bu arastirmada Pisolithus arrhizus etanol ekstrakti kullanila-
rak hazirlanan Titanyum (TiO,) nanopartikilinin (NP) farkli patojen mikroorganizmalar tzerinde inhibitdrik etkisinin
tespit edilmesi amacglanmistir. Calismada hydrothermal yontem kullanilarak sentezlenen mantar ekstreli TiO, NP, UV-
Vis Spektrometre (UV-vis) ve taramali elektron mikroskop (SEM) ile karakterize edilmistir. Hazirlanan ve karakterize
edilen bu NP’lerin, disk diflizyon yontemi kullanilarak Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Candi-
da albicans ve Streptococcus mutans test patojenleri Gzerinde antimikrobiyal aktivitesi arastiriimistir. Mantar ekstreli
TiO, NP’lerin patojenler tzerinde zayif bir inhibisyon etkisine sahip olduklari (7.5-9.3 mm), maksimum inhibisyonu (9.3
mm) S. mutans'a kargi gosterdigi buna karsin C. albicans’a kargi antifungal etkiye sahip olmadiklar tespit edilmistir.
Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, Pisolithus arrhizus, TiO, nanopartikili

Antimicrobial Effect of Titanium Nanoparticles Synthesized Using Pisolithus arrhizus Extraction
Summary: Pisolithus arrhizus (Scop.) Rauschert (Basidiomycetes) type is an ectomycorrhizal fungi found in the soil
that surrounds many species of eucalyptus and pine trees. In this study, it was aimed to determine the inhibitory effect
of Titanium (TiO,) nanoparticle (NP) prepared by using Pisolithus arrhizus ethanol extract on different pathogenic mic-
roorganisms. In the study, NP’s synthesized using hydrothermal method was characterized by UV-vis spectrometer
(UV-vis) and scanning electron microscope (SEM). The antimicrobial activity of these prepared and characterized
NP’s, have been investigated by using disk diffusion method on test pathogens of Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Candida albicans and Streptococcus mutans. While NPs have a weak inhibitory effect on
pathogens (7.5-9.3 mm), the maximum inhibition (9.3 mm) is shown against S. mutans. Whereas antifungal effect aga-
inst C. albicans have not been found.

Key words: Antimicrobial activity, Pisolithus arrhizus, TiO, nanoparticle

Girig haz uygulamalarinda énemli bir yere sahiptir (23,24).
TiO,, foto katalizi, glines pili cihazlar, gaz sensorleri

Nanoteknoloji, nanometre dizeyinde yeni malzeme- ve biyomalzemeler gibi birgok alanda biiyiik énem

ler Gretmek amaciyla bilim ve teknolojideki uygula-
mayla birlikte hizla blylyen bir alan olarak ortaya
cikmaktadir (1). Nanomalzemeler, cesitli fiziko-
kimyasal 6zellikleri nedeniyle yizlerce yeni Urinin
gelistiriimesine neden olan ticari bir devrimin parcasi-
dir (27). Metal nanopartikiiller yiksek bir spesifik
yuzey alani ve ylizey atomlarinin ylksek oranina
sahiptirler.

Kalay oksit, demir oksit, ¢inko oksit ve titanyum gibi
metal oksit nanopartikilleri cok caziptir ve cesitli ci-
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*Bu galisma; “Pisolithus arrhizus Ekstrakti Kullanilarak Sen-
tezlenen Titanyum Nanopartikiillerinin Antimikrobiyal Etki-
si” adli Bitirme tezinden Ozetlenmistir. Ayrica bu ¢alismanin
dzeti, 26-29 Nisan 2017 tarihinde istanbul’da diizenlenen 3.
Uluslararasi ilag ve Eczacilik Kongresi'nde (IVEK) sunuldu ve
6zet metni sayfa 342’'de yayimlandi.

tasityan bir materyaldir (12). Titanya'nin toksik olma-
yan ve biyolojik olarak uyumlu 6zelliklerinden dolayi
farmasotik endustrilerde oldugu kadar kemik dokusu
mihendisligi gibi biyomedikal bilimlerde de uygula-
malari bulunmaktadir (11,15).

Katalitik aktivite, optik 6zellikler, elektronik 6zellikler,
antibakteriyel o6zellikler ve manyetik 6zellikler gibi
essiz fiziko-kimyasal karakteristikleri nedeniyle, nano-
partikilleri gelistirmek igin yapilan yeni sentez yon-
tem calismalari olduk¢ca yogunluk kazanmigtir
(5,8,18,33). Nanopartikil sentezinde cevresel olarak
toksik olmayan sentetik protokollere duyulan ihtiyag,
toksik kimyasallarin kullanimindan bagimsiz biyolojik
yaklagsimlara olan ilginin artmasina yol agcmakta ve
biyolojik sentez igin deneysel siireglerin gelistiriimesi,
nanoteknolojinin  6énemli bir koluna donlismektedir
(2,28). Bugune kadar bakteriler de dahil olmak lzere
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mikroorganizmalar, mantar ve bitkiler kullanilarak
biyolojik yaklasimla yapilan bir ¢cok nanopartikil sen-
tezi bildirilmistir (30).

Calismada kullanilan P. arrhizus Agaricomycete aile-
sine ait olup diinya ¢apinda bir dagilima sahip mikori-
zal bir mantar tiridir (22). Ulkemizde Antalya, Ay-
din, Balikesir, Canakkale, Denizli, izmir, Kahraman-
marag, Kutahya, Malatya, Manisa, Mersin Mugla bél-
geleri olmak uzere genis bir yayilis alanina sahiptir
(21). Yapilan birgok calismada mantarlarin antibakte-
riyal, antiviral ve antifungal etkileri bildirilmistir (4,31)

Bu calismada, P. arrhizus etanol ekstraktll TiO,
NP’lerin sentezi ve karakterizasyonu, ayrica NP’lerin
patojen test mikroorganizmalar Uzerindeki inhibisyon
etkisi arastirilarak yeni bir antimikrobiyal strateji olasi-
liginin degerlendiriimesi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem
Kullanilan mikroorganizmalar

Calismada, Staphylococcus aureus (S. aureus)
ATCC 25923, Escherichia coli (E. coli) ATCC 35218,
Bacillus subtilis (B. subtilis) ATCC 6633, Streptococ-
cus mutans (S. mutans) ATCC 68175 ve Candida
albicans (C. albicans) ATCC 90028 standart suslari
kullanilmistir. Bu suslar Erciyes Universitesi Eczacilik
Fakiltesi Farmasétik Biyoteknoloji ve Farmasotik
Mikrobiyoloji kultiir koleksiyonlarindan temin edilmis-
tir.

Aragtirmada kullanilan makrofungus érnegi

Bu arastirmada kullanilan P. arrhizus makrofungus
drne@i Mugla Sitki Kogman Universitesi Biyoloji Béli-
mi Ogretim Uyesi Dog. Dr. Hakan ALLI tarafindan
Mugla-Datga, igmeler Deresi Bélgesinden toplanmis
ve tanimlanmistir.

P. arrhizus ekstraktlarinin hazirlanmasi

Mantar érnekleri kurutulmus ve toz haline getirilmigtir.
Her bir numunenin %70’lik etanol ekstrakti 3 gin
manyetik bir karistiricida 37°C'de karistirilarak hazir-
lanmistir. Ekstraktlar vakum altinda bir desikatérde
kurutulmus ve liyofilize edilmisgtir.

TiO; NP'iiniin sentezi ve karakterizasyonu

Mantar ekstresi (1mL) (10%w/v) ¢ozeltisi, 50 mM Ti
(IV) (5mL) isopropoxide g¢ozeltisine eklenerek homo-
jen bir ¢ozelti elde edilinceye kadar oda sicakhdinda
karistinimigtir. Daha sonra elde edilen karisim, teflon
kapli paslanmaz celik otoklav igerisine aktariimis ve
firn sicakhgi 80 °C ye ayarlanarak belirli bir sire
inkube edilmigtir. Teflon kap dibinde olusan uriin TiO,
NP, su ve etanol ile sonikasyon altinda en az 3 kez
yikanarak baglanmamis mantar ekstresi fazlasi or-
tamdan uzaklastirilarak TiO, NP ¢okelegi elde edil-
mis ve vakum altinda 60°C derecede kurutulmustur.
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Cokelti tampon igerisinde ¢dzilerek stok ¢dzelti ppm
olarak ayarlanmisgtir. Daha sonra elde edilen TiO, NP
karakterizasyon ve antimikrobiyal calismalar igin sak-
lanmistir. TiO, NP'nin morfolojisi ve boyutu taramali
elektron mikroskobu (SEM, ZEISS EVO LS10, 25
kV), absorbans noktasi ise Uv-Vis spektrometresi
(Perkin Elmer) ile karakterize edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite testi

Calismada kullanilan P. arrhizus ekstrakti ile hazirla-
nan NP’nin test mikroorganizmalar Uzerindeki inhi-
bisyon etkisini belirlemek amaciyla disk diffizyon
yontemi kullanilmigtir (7). Disk difflizyon testinde,
bakterilerin gelisimi icin nutrient sivi (NB), C. albicans
icin ise sabouraud dextrose sivi (SDB) (Merck) kulla-
nilmigtir. Test bakterileri NB, C. albicans ise SDB
besi ortamlarinda 37 Cde 24 saat inklbe edilerek
aktiflestiriimistir. Antimikrobial duyarlilik testi, calig-
mada kullanilan bakteriler icin nutrient agarda, C.
albicans icgin ise sabouraud dekstroz agarda gergek-
lestirildi. Elde edilen kdlturler Mc Farland 0.5 nolu
bulanikhk standartina gére ayarlandiktan sonra her
birinden 100 pL alinarak ayri ayri besiyerlerine cam
bir baget yardimiyla yayllmigtir. Daha sonra 6 mm
capindaki steril diskler (Bioanalyse, Antimicrobial
Susceptibility Test Discs) besiyerlerinin yilizeyine belli
araliklarla yerlestirilmistir. Yerlestirilen disklerin Gzeri-
ne 20 pl P. arrhizus ekstresi ile hazirlanan NP, mikro
pipetlerle ilave edilerek emdirilmistir. Petri kaplari 37 ’
Cde 24 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. inkiibas-
yon sonunda disk c¢evresinde olugan zonlarin ¢api
kumpas ile olglimustar.

Bulgular
UV-vis spektrofotometre

TiO2 NP’nin karakteristik 151k absorbans noktasi Sekil
1'de gosterilmektedir. TiO, NP~246 nm civarinda
zayif ve genis bir absorbans piki vermigtir.

0,5

Absorbans
o
[}
n

0
200 300 400 500 600 700

Dalgaboyu (nm)
Sekil 1. TiO, UV-vis spektroskopisi (TiO2'nin karakteristik
absorbans pik: ~246 nm=0,354)

Taramali elektron mikroskobu (SEM)

TiO, NP’lundn taramali elektron mikroskobu (SEM)
goruntileri Sekil 2'de gosterilmistir. Buna gore, TiO,
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NP’nin boyutu 65+5 nm civarinda 6l¢tlmustir. Morfo-
lojileri ise genel itibari ile kiresel olarak gézlenmistir.

Sekil 2. TiO,NP’lerin SEM goriintlisi 65+5 nm

Antimikrobiyal aktivite

Disk difizyon metoduna gore tespit edilen antimikro-
biyal aktivite sonuglari Tablo 1°’de verilmistir. Calisma
sonuglarina gore; sentezlenen mantar ekstreli titan-
yum nanopartikilinin hem Gram negatif hem de
Gram bakterilere karsi inhibitorik etkiye sahip oldugu
fakat C. albicans ATCC 90028 susuna kars! antifun-
gal aktiviteye sahip olmadidi tespit edilmistir. Test
edilen patojen bakteriler arasinda P. arrhizus -
TiOoNP’lin en ylksek aktiviteyi S. mutans ATCC
68175 susuna karsi gostermis oldugu belirlenmistir.

Gokgen YUVALI CELIK

mantari ile yapilan ¢alismalara rastlanmamistir. Ca-
lismada sentezlenen mantar ekstreli TiO, nanoparti-
kild, disk difizyon yontemi ile E. coli, S. aureus, S.
mutans, B. subtilis ve C. albicans standart suglarina
karsi antimikrobiyal etkinlikleri bakimindan test edildi.
Maksimum inhibisyon zonu (9.3 mm) S. mutans'a
karsi belirlendi. Petrilerde dlgllen inhibisyon zonlari
TiO, nanopartikllinin bakteri turlerine karsi zayif
inhibitdrik etkiye sahip oldugunu ayrica C. albicans’a
karsi antifungal aktivite gostermediklerini ortaya koy-
mustur. TiO, pargaciklarinin bakterisidal etkisini agik-
layan birkag muhtemel mekanizma vardir. TiO,, gu-
nes Isigina veya UV 1sigina maruz birakildiginda
glclu oksitleyici 6zelligi nedeniyle antimikrobiyal akti-
vite gOsterir. Mikrobiyal yizey, 1sinlanmis TiO, parca-
ciklari ile temas ettiginde baslangigtaki oksidatif ata-
gin ana hedefi olur (10,20) Ayrica TiO, parcaciklari
Uzerinde olusturulan H>O, miktarinin gesitli bakteri
turlerine karsi antibakteriyel aktivite glicinu etkiledigi
rapor edilmistir (13,20).

Nanoteknolojiye teknolojik faydalari agisindan bakti-
gimizda, laboratuvardan buylk Olgekli endistriyel
Uretime hizla gegmeye basladikga, artik tim biyome-
dikal uygulamalarda nanomalzemelerin olduk¢a goz-
de oldugu gorilmektedir. Gunimizde TiO, NP'ler,
optik 6zellikleri, yiksek kimyasal stabilite ve toksik
olmamalari nedenleriyle ¢cevreye uyumlu ve temiz bir
fotokatalist olarak yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.

Tablo 1. P. arrhizus -TiO,NP’liiniin antimikrobiyal aktivite sonuglari

Test suglari inhibisyon Zon Gapi  (mm)
P. arrhizus —-TiO;NP

E. coli 8.0+0.0

S. aureus 8.2+0.0

S. mutans 9.3£0.0

B. subtilis 7.5+0.0

C. albicans -

“-“ Herhangi bir etki gézlenmemistir; “+"Ortalama +Standart sapma

Tartisma ve Sonug

Nanopartikiller, nano O0lgekli boyutlarindan dolayi
benzersiz katalitik, optik, manyetik ve elektriksel 6zel-
liklere sahiptirler (32). Gimus ve altinlarin biyosente-
zi Uzerine bircok arastirma uzun yillardir yapiimakta-
dir. Hem altin hem de gimus nanopartikullerin ¢esitli
alanlarda yogun uygulamalari bulunmaktadir (29).
Lantum ve titanyum gibi nadir metal nanopartikdlleri-
nin biyosentezi konusunda ise pek fazla galisma ra-
por edilmemistir. Titanyum nanopartikdlleri oksijen ve
hidroksil serbest radikallerini elde etmek igin ylzeye
adsorbe edilen O, ve OH' ile reaksiyona girme kabili-
yetine sahip, kozmetik urlinler ve farmasétik de dahil
bir cok alanda blyik 6énem tasiyan bir malzemedir
(17,26).

Yakin zamanlarda nanopartikiil sentezleri bakteri
(16,25), mantar (2,9) ve bitkiler (3,6,14,19) ile elde
edilmistir. Ancak literatlir arastirmalarinda P. arrhizus

Ozellikle TiO, NP'ler, cilt bakim Uriinlerinde cildi UV
iIsinlarindan korumada kullanilan en énemli materyal-
lerinden biridir. Sonug olarak bu ¢alisma, P. arrhizus-
TiO2 NP'lerin ¢calismada kullanilan test mikroorganiz-
malari uzerinde etkinliginin yiuksek olmadigini ancak
antimikrobiyal aktivite testlerinin farkli konsantrasyon-
larda ve yaygin diger patojen mikroorganizma turle-
rinde daha detayl bir sekilde uygulanmasi gerektigini
onermektedir.
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Ozet: Progesteron (P4) memeli ovaryumunda korpus luteum tarafindan (iretilen, hem disi ve erkek (ireme sistemlerin-
de hem de reprodiiktif olmayan doku ve organlarda gesitli fonksiyonlar Ustlenir. P4 hedef dokulardaki etkilerini, proges-
teron reseptorli (PR) adi verilen spesifik hiicre ici reseptorler araciligiyla gergeklestirir. Cesitli calismalar PR’lerinin hem
normal saglikli hem de kanserli mide dokularinda eksprese edildigini ve mide mukozasinin progesteronun eylemi igin
hedef doku oldugunu ortaya koymaktadir. PR ekspresyonu insan, fare, rat ve mongol gerbil midesinde rapor edilmesi-
ne ragmen kog ve boga midelerinde bu reseptoriin varligina dair ¢galisma bulunmamaktadir. Sunulan galismanin amaci
PR’lnin erigkin kog¢ ve boga abomazumlarinin kardiya, fundus ve pilorus bolgelerinde eksprese edilip edilmedigini, PR
ekspresyonunun mide bolimlerininin yapisal dzelliklerine bagl bir degisim gosterip gdstermedigini immunohistokimya-
sal yontemle belirlemek ve PR’lnin olasi roliini dederlendirmektedir. Calismamizda her iki tirin abomazum boélimle-
rinde ylzey epitel hiicreleri harig, foveola gastrika'yi 6rten epitel hiicrelerinde ve lamina propriyadaki bez epitel hiicrele-
rinde PR’Unun ¢ekirdekten ziyade sitoplazmik ve membransel yerlesim gosterdigi tespit edildi. Ko¢ abomazumunun
kardiya bolimiinde de bulundudu gbzlenen pariyetal hiicreler ile her iki tiriin fundus bélgesindeki pariyetal hiicrelerde
PR immunreaksiyonunun kuvvetli sitoplazmik oldugu gozlendi. Pilorus bdlgesinde foveola gastrika epitel hiicrelerinin
ve mukoz bez epitel hicrelerinin bazal sitoplazmalarinin ve lateral membranlarinin PR igin pozitif boyanma sergiledik-
leri goruldi. Bunlarin yani sira kog ve boga abomazumlarinin her i¢ bélimuinde tunika muskularisi olugturan diz kas
hicrelerinde, lamina propriya ve tunika muskularisdeki kan damarlarinin endotel ve diz kas hucrelerinde sitoplazmik
PR immunoreaksiyonu tespit edildi. Sonug olarak bu bulgular progesteronun, kog ve boda midelerinde cesitli biyolojik
suregleri PR’leri aracihidiyla diizenlediginin énemli bir kaniti olabilir.

Anahtar kelimeler: Abomazum, boga, immunohistokimya, kog, progesteron reseptoru

The Immunolocalization of Progestrone Receptor in the Abomasum of Ram and Bull

Summary: Progesterone (P4), which is produced by the corpus luteum in the mammalian ovary, undertakes various
functions in both female and male reproductive systems as well as non-reproductive tissues and organs. P4 effects the
effects of target tissues via specific intracellular receptors called progesterone receptor (PR). Several studies have
demonstrated that PR is expressed in both healthy and cancerous stomach tissues and that the gastric mucosa is the
target tissue for progesterone action. Although PR expression is reported in human, mouse, rat and mongol gerbil sto-
mach, there is no study of the presence of this receptor in rams and bull abomasum. The purpose of the present study
was to investigate whether PR is expressed in adult ram and bull abomasum, and whether the PR expression exhibits
a change depending on the structural properties of the abomasum regions, i.e. the cardia, fundus and pylorus using
immunohistochemistry, and to evaluate the possible function of PR. In both species, the epithelial cells lining the foveo-
la gastrica and the epithelial gland cells in the lamina propria, except for surface epithelial cells, exhibited cytoplasmic
and membranous immunostaining for PR. The parietal cells of the fundus region in the abomasum of both species and
of the cardia region of ram abomasum displayed strongly cytoplasmic PR immunoreactivity. The basal cytoplasm and
lateral membranes of the epithelial cells in the foveola gastrica and the epithelial cells of mucous gland in the pylorus
region showed positive staining for PR. In addition, cytoplasmic PR immunoreactivity was detected in the smooth
muscle cells of tunica muscularis and in the endothelial and smooth muscle cells of blood vessels in the abomasum
wall. As a result, these findings may be an important proof that P4 regulates biologically distinct processes in aboma-
sum of ram and bull through the action of the PRs.

Key words: Abomasum, bull, immunohistochemistry, progesterone receptor, ram

Giris diktif sistemde merkezi rol oynayan steroid yapida

bir hormondur (30). Disilerde ovulasyon, implantas-
Progesteron (P4) disilerde ovaryumda korpus luteum yon, desidualizasyon, dogum ve meme gelisimi gibi
tarafindan Uretilen ve hem disi hem de erkek repro- temel olaylari tetikler (11). Erkeklerde ise spermato-

genez, akrozom reaksiyonu ve testosteron biyosente-
zini kontrol eder (19). Menstrual dongtide ve hamileli-
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gin erken evlerinin surdiridlmesinde énemlidir. Ayni
zamanda bazi kanserlerin biyimesinde de rol oyna-
yabilir. P4, reprodiktif olmayan doku ve organlarda
da cesitli fonksiyonlar Ustlenir. Karbonhidrat, lipid ve
protein metabolizmasi Uzerinde dnemli etkiye sahip
olup (13), érnegin pankreasda Langerhans adacikla-
rina dogrudan etki ederek hiperinsulinemiyi indikler-
ken, karacigerde glikojen depolanmasini tesvik eder
(13). P4 mineralokortikoid reseptorler (MR) igin ylk-
sek baglanma afinitesi nedeniyle giicli bir MR anto-
gonistidir ve MR igin dogal ligand olan aldosteron ile
rekabet ederek bdbrekte mineralokortikoidlerin fonk-
siyonunun diizenlenmesine katilir (23). P4 gastroin-
testinal sistemde besin ve minerallerin ara metaboliz-
masi ve emilimi ile iligkilidir. (9). Bunlarin yanisira
belirli kanser turlerinin patolojisinde de 6énemli rol
oynar (4,15,20).

P4 hedef dokulardaki etkilerini, progesteron reseptori
(PR) adi verilen niklear reseptdr ailesinin Uyeleri olan
spesifik hucre ici reseptorler araciligiyla gerceklestirir
(3). PR, benzer genler tarafindan kodlanan fakat fark-
I promotorlar tarafindan dizenlenen PR-A (72-94
kDa) ve PR-B (108-120 kDa) olmak uzere iki ana
izoforma sahiptir (2). PR’nin uterus (2), ovaryum (10),
meme (26), testis (1) beyin (5), kalp ve damarlar
(12), endokrin pankreas (7) ve midede (6,25) ekspre-
se edildigi gesitli raporlarla ortaya konmustur. PR’leri-
nin midedeki ekspresyonlarina iliskin galismalar daha
¢ok mide kanserleri lizerine odaklanmis olup, bu ¢a-
lismalar P4’Gn ve PR’lerinin mide kanserinin patoloji-
sinde 6nemli rol oynadigini gostermektedir (15,20).
Ayrica bu caligmalar PR’lerinin hem normal saglikl
hem de kanserli mide dokularinda eksprese edildigini
bu nedenle de mide mukozasinin progesteronun ey-
lemi icin hedef doku oldugunu ortaya koymaktadir.
PR ekspresyonu saglikli insan, fare, rat ve mongol
gerbil midesinde rapor edilmesine ragmen (25) rumi-
nant tirlerinden kog ve boga midelerinde bu resepto-
run varhigina dair bir herhangi bir ¢calisma bulunma-
maktadir. Ruminantlar 4 odacikli mide yapisina sahip
olup ilk 3 bélme “6n mide” olarak adlandirilan rumen,
retikulum ve omazumdan olusur. Son kisim ise
“abomazum” olarak adlandirilan gergek mide boluimu
olup ruminant midelerinin %7’sini olusturur. Aboma-
zum diger memeli hayvanlarin glanduler mide yapisi-
na benzer olarak kardiya, fundus ve pilorus olmak
Uzere 3 bolime ayrihr (21). Abomazum gidalarin
kimyasal olarak pargcalanmasindan sorumlu olup hid-
roklorik asit, pepsin, misin, rennin ve lipaz igeren
mide 6zsuyunun salgilanmasindan sorumludur. Ayri-
ca rumenden gelen bakterilerin hiicre duvarlarinin
yikimindan sorumlu olan lizozim enzimini de salgilar
(21).

Bu galismanin amaci PR’Uniin erigkin kog ve boga
abomazumlarinin kardiya, fundus ve pilorus bélgele-
rinde eksprese edilip edilmedigini ve PR ekspresyo-
nunun mide bélumlerininin yapisal 6zelliklerine bagh
bir degisim gosterip gdstermedigini immunohistokim-
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yasal yontemle belirlemek ve bu baglamda PR’inln
olasi rolinu degerlendirmektedir.

Gereg ve Yontem

Bu calismada 6zel mezbahalarda kesilen 24 aylik
boga (n=10) ve 12 aylk koglarin (n=10) herhangi bir
lezyon veya parazit enfeksiyonu bulunmayan saghkli
abomazumlarinin kardiya, fundus ve pilorus bolgele-
rinden alinan, formol-alkol solisyonu ile tespit edilen
ve takiben rutin histolojik islemlerden gegirilerek para-
fine gébmulen doku o&rnekleri kullanildi. Farkli mide
bélimlerine (kardiya, fundus ve pilorus) ait her bir
Ornekten, lam Uzerinde en az iki adet kesit olacak
sekilde 5’er ym kalinliginda kesitler alindi. Bu kesitle-
rin bir serisi abomazum bdlimlerinin yapisal 6zellikle-
rini incelemek igin Mallory’nin modifiye G¢li boyamasi
ile, diger serisi ise PR lokalizasyonunu belirlemek icin
immunohistokimyasal yéntemle boyandi. immiinohis-
tokimya (IHC), Thermo Scientific immin boyama
kitinde bildirilen prosedire uygun olarak gergeklesti-
rildi (Thermo Scientific, katalog no: TA-125-HL).
Ozetle; kesitler, 5’er dakika (iki kez) ksilen igerisinde
deparafinize edildikten sonra dereceli etanol serilerin-
den gegirilerek distile suya kadar getirildi. Antikorun
baglanacag! antijenik bdlgelerin agiga c¢ikariimasi
amaci ile kesitler, sitrat ¢ozeltisi (pH: 6) icerisinde
95°C’de 30 dk tutuldu ve sure sonunda oda isisina
gelinceye kadar ayni solusyon i¢inde bekletildi. Doku-
daki endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldir-
mak amaciyla kesitler metanolde hazirlanmis %3’lik
H.0, solisyonu igerisinde 20 dk bekletildikten sonra
5er dk (¢ kez) PBS (phosphate buffer saline, pH:
7.4, 0.01 M) ¢ozeltisinde yikama yapildi. Preparatlar
daha sonra, primer antikorun spesifik olmayan bag-
lanmalarini 6énlemek amaci ile bloklayici solisyona
(Thermo Scientific, katalog no: TA-125-UB) 5 dk ma-
ruz birakildi ve takiben PBS’'de (¢ kez yikana-
rak sollisyonun uzaklagsmasi saglandi. PR antikoru
(SantaCruz, katalog no: sc-539, dilisyon orani:
1/100) her bir kesit Uzerine damlatildi ve +4°C’de
gece boyunca inklibasyona birakildi. Ertesi giin kesit-
ler 5’er dk (U¢ kez) PBS igerisinde yikandiktan sonra
oda isisinda 20 dk biyotin isaretli sekonder antikor
(Thermo Scientific, katalog no: TA-125-BN) ile mua-
mele edildi. Daha sonra 5’er dk (5 kez) PBS igerisin-
de yikamay: takiben kesitlere oda isisinda 20 dk si-
reyle streptavidin peroksidaz (Thermo Scientific, ka-
talog no: TA-125-HR) uygulandi. Son olarak kesitler
Uzerine 3.3 diaminobenzidin (DAB, ThermoScientific,
katalog no: TA-125-HDX) damlatilarak 5 dk bekletildi.
Takiben distile suda 5’er dk (li¢ kez) yikanan kesitler
Gill'in Hematoksilen solliisyonunda 5 dk bekletilerek
cekirdeklerin boyanmasi saglandi. Akan ¢esme suyu
altinda 5 dk boyunca yikanan kesitler artan dereceli
alkol serilerinden gegirilerek dehidre edildi ve ksilen
icerisinde parlatildiktan sonra entellan kullanilarak
lamel ile kapatildi.

IHC prosedurlerinin  6zglnligil, negatif ve pozitif
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kontrol dokular kullanilarak test edildi. Pozitif kontrol
olarak insan kolon ve meme bezi, sigir uterus 6rnek-
lerine ait arsiv bloklardan alinan kesitler kullanildi.
Negatif kontroller igin alinan abomazum &rnekleri
primer antikor yerine PBS veya normal rabbit IgG
(Santa Cruz Biotechnology, sc-2027) ile inkube edildi.
Tum &rneklere ayni protokol uygulandi. Abomazum
bélimlerindeki PR immunreaksiyonu, 1sik mikrosko-
bunun farkli objektif buyitmeleri (10X, 20X ve 40X)
kullanilarak boyanma yogdunluguna dayali bir yari-
kantitatif skorlama yontemi ile degerlendirildi. Negatif
boyama icgin -, zayif boyanma igin +, orta derecede
boyanma i¢in ++ ve glcli boyanma icin +++ olmak
Uzere dort yogunluk seviyesi belirlendi. Her aboma-
zum boéluminin tamami taranarak pozitif boyanmis
doku ve hucreler iki bagimsiz degerlendirici (NL ve
EE) tarafindan degerlendirildi ve iki degerlendiricinin
ortalama skoru hesaplandi. Degerlendirmeler aboma-
zumun her bir béliminde tunika mukozanin bilesen-
lerinde (ylzey epiteli, foveola epiteli, pariyetal hiicre-
ler ile lamina muskularis) ve tunika muskularisinde
yapildi.

Bulgular
Kog ve boga abomazumlarinin yapisal 6zellikleri

Ko¢ ve boga abomazumlarinin kardiya, fundus ve
pilorus bolgelerinin yapisal 6zellikleri sekil 1, 2 ve 3'
de gosterilmistir. Abomazumun her U¢ bdlimunde de

KOG KARDIYA BOGA KARDIYA

oaNOXC2 o X—3c—

D=—my—cx0CI OX—3C—

Sekil 1. Kog ve boja abomazumunda kardiya bélgesi. A ve
D: Yizey epiteli (Le) ve foveola gastrika (Fe), B ve E: Kardi-
ya bezleri, C ve F: Tunika muskularis. L: Limen, kalin ok:
Pariyetal hiicre. Mallory’nin modifiye trikrom boyamasi. Bar:
20 ym

Narin LIMAN

luminal epitelin (lamina epiteliyalis) tek kath prizmatik
epitelden olustugu (Sekil 1-A, D, 2-A, D ve 3-A, D),
lamina proriyanin kardiya, fundus ve pilorus bezleri
ile dolu oldugu goézlendi (Sekil 1-B, E, 2-B, E ve 3-B,
E) . Kardiya bezlerinin seréz (Sekil 1-B, E), fundus
(Sekil 2-B, E) ve pilorus bezlerinin (Sekil 3-B, E) ise
miikéz karakterde salgi yapan hicrelerden olustugu
belirlendi. Bodada fundus bolgesindeki bezlerde ayri-
ca asidofilik sitoplazmali pariyetal hiicrelerinin bulun-
dugu gorildi (Sekil 2-B). Bununla birlikte kogta pari-
yetal huicrelerin hem kardiya hem de fundus bélgesin-
deki bezlerde ve ayrica foveola gastrica epitellerinde
g6zlendigi ve bu hicrelerin kardiya bdlgesinde az
sayida oldugu, fundus bdlgesinde ise bez epitel hiic-
relerinin gogunlugunu olusturdugu tespit edildi (Sekil
2-E). Bogada fundus bezlerindeki pariyetal hicre
sayisi kog abomazumunun fundus bdlgesindekine
kiyasla daha az sayida bulundu. Bezlerin hemen
altinda longitudinal seyirli duz kas hucrelerinden ya-
piimis lamina muskularis ve onun altinda da dar bir
submukozanin varlii belirlendi. Abomazumun butin
bdélimlerinde tunika muskularisin de diz kas hicrele-
rinden olustugu ve icte sirkller, digta da longitudinal
seyirli oldugu goézlendi (Sekil 1-C, F, 2-C, F ve 3-C,
F).

Kog¢ ve boga abomazumlarinda PR’iiniin lokali-
zasyonu

Ko¢ ve boga abomazumlarinin kardiya, fundus ve
pilorus bdlgelerinde PR lokalizasyonu immunohisto-
kimyasal yontemle degerlendiriimis olup yari kantitatif
degerlendirme sonuglari tablo 1’de PR lokalizasyonu-
na iliskin drnek gdsterimler ise sekil 4, 5 ve 6'da su-
nulmustur.

Hem boga hem de kogta her ti¢ abomazum bolimiin-
de yuzey epitel hicrelerinde PR igin boyanmanin
negatif oldugu gézlendi (Sekil 4-A,D, 5-AD ve 6-
A,D). Bogada kardiya boélgesinde foveola gastrika'yi
orten epitel hicrelerinde kuvvetli pozitif membransel,
lamina propriyadaki bez epitel hicrelerinde ise kuv-
vetli pozitif membransel ve orta derecede pozitif si-
toplazmik boyanma saptandi. PR pozitif membransel
boyanma hicrelerin birbirlerine bakan lateral yuzle-
rinde yerlesmisti (Sekil 4-B). Ko¢ abomazumunun
kardiya bdlgesinde ise foveola gastrika'yi drten epitel
hlicrelerinde ve bez epitel hiicrelerinde kuvvetli pozitif
membransel ve sitoplazmik boyanma ile pariyetal
hicrelerde kuvvetli sitoplazmik boyanma dikkati cekti
(Sekil 4-E).

Her iki tirde fundus bdlgesinde, kardiya bolgesindeki
reaksiyona benzer olarak yiizey epitelinde boyanma
saptanmazken (Sekil 5-A,D), bogada foveola gastrika
epitel hiicrelerinde, fundus bezlerinde bez epitel hiic-
relerinde orta derecede membransel ve sitoplazmik,
pariyetal hiicrelerde ise kuvvetli sitoplazmik boyanma
gozlendi (Sekil 5-B). Kogta foveola gastrika epitel
hicreleri ile bez epitellerinde orta derecede pozitif
membransel ve sitoplazmik bir boyanma gdézlenirken,
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Tablo1. Kog ve boga abomazumlarinin kardiya, fundus ve pilorus bélgelerinde PR lokalizasyonu

Abomazum boliimleri ve katmanlari

Kog Boga

Yizey epiteli
Foveala epiteli

m: +++; s; +++ m: +++

Kardiya Tunika mukoza Pariyetal hiicre +4++ -
Bez epiteli m: +++; s: +++ m: +++; s: ++
Lamina muskularis S: +++ S: +++
Yuzey epiteli - -
Foveala epiteli m: ++; s: ++ m: ++; s: ++
Fundus Tunika mukoza Pariyetal hiicre S +++ S: +++
Bez epiteli m: ++; s: ++ m: ++; s: ++
Lamina muskularis S: +++ S: +++
Yizey epiteli - -
Foveala epiteli m: ++; s; +++ m: ++; s; +++
Pilorus Tunika mukoza Bez ep|te|| m: ++; s; +++ m: ++; s; +++
Lamina muskularis S: +++ S: +++
Kardiya
Fundus Tunika muskularis S: +++ S: +++
Pilorus

s: sitoplazmik boyanma, m: membransel boyanma

KOG KARDIYA BOGA KARDIYA

ONOXCECS oX—3C—

ND=—my—cxNCcE OX—3C—

Sekil 4. Ko¢ ve boga abomazumunda kardiya boélgesinde
PR immunlokalizasyonu. A ve D: Ylzey epiteli (Le) ve fove-
ola gastrika (Fe), B ve E: Kardiya bezleri, C ve F: Tunika
muskularis, L: Limen, kalin ok: Pariyetal hiicre, ok basi:
PR’Unlin membransel lokalizasyonu, ince ok: PR’Unin
sitoplazmik lokalizasyonu, v: kan damari. Strep-Avidin-
Biotin Peroksidaz immunohistokimya boyamasi. Bar: 20 um

fundus bdlgesinde, foveola gastrikalardan baslayarak
bezlerde yodun olarak bulunan pariyetal hiicrelerde
ise kuvvetli sitoplazmik reaksiyon tespit edildi (Sekil 5
-E).
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KOG FUNDUS BOGA FUNDUS

ONOXECES o Xx=—3C—~

== —CcxXONCS OX—35C

Sekil 5. Kog ve boda abomazumunda fundus bdlgesinde
PR immunlokalizasyonu. A ve D: Yizey epiteli (Le) ve
foveola gastrika (Fe), B ve E: Fundus bezleri, C ve F: Tuni-
ka muskularis. L: Lumen, kalin ok: Pariyetal hiicre, ok
basi: PR’inin membransel lokalizasyonu, ince ok: PR’U-
nin sitoplazmik lokalizasyonu, v: kan damari. Strep-avidin-
Biotin Peroksidaz immunohistokimya boyamasi. Bar: 20 um

Her iki tirdn pilorus bolgesinde foveola gastrika epitel
hicrelerinin ve bezlerdeki mikoz karakterde salgi
yapan bez epitel hicrelerinin bazal sitoplazmalarinin
ve lateral membranlarinin PR i¢in pozitif boyanma
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sergiledikleri ve sitoplazmik boyanmanin membransel
boyanmadan daha yogun oldugu tespit edildi (Sekil 6
-A, B, D, E).

KOG PILORUS BOGA PILORUS
" ‘. . oL D ) 5

ONOXC2 oX=3Cc -

==X D OX—3C-

Sekil 6. Kog ve boga abomazumunda pilorus bdlgesinde PR
immunlokalizasyonu. A ve D: Luminal epitel ve foveola
gastrika, B ve E: Pilorus bezleri, C ve F: Tunika muskularis
L: Limen, kalin ok: Pariyetal hiicre, ok basi: PR'Gnun
membransel lokalizasyonu, ince ok: PR’Unilin sitoplazmik
lokalizasyonu, Im: lamina muskularis. Strep-Avidin-Biotin
Peroksidaz immunohistokimya boyamasi. Bar: 20 ym

Abomazumun her G¢ boéliminde tunika muskularisi
olusturan diz kas hicrelerinin kuvvetli sitoplazmik
PR immunreaksiyonu sergiledikleri gozlendi. Ayrica
gerek lamina propriyadaki ve gerekse tunika musku-
larisdeki kan damarlarinin endotel ve diz kas hicre-
leri katmanlarinda kuvvetli pozitif PR immunoreaksi-
yonu belirlendi (Sekil 4-C,F, 5-C,F ve 6-C,F).

Tartisma ve Sonug

Bu calismada kog ve boda abomazumlarinin kardiya,
fundus ve pilorus bélgelerinin morfolojik 6zellikleri ile
bu bélgelerdeki PR’lerinin (PR-A ve PR-B) varligi ve
lokalizasyonlari histolojik ve immunohistokimyasal
olarak ilk kez incelendi.

Abomazum diger memeli hayvanlardaki tek bosluklu
basit midenin gevis getirenlerdeki karsihdi olup bez-
sel mukozaya sahiptir ve basit midelerdekine benzer
olarak kardiya, fundus ve pilorus olmak lzere ¢ bo-
Iime ayrilir (21). Her bir bélimin mukozasinda lami-
na propriya igine uzanan degisik uzunluklardaki fove-
ola gastrika adi verilen girintiler bulunur. Lamina epi-

Narin LIMAN

telyalis tek katli prizmatik epitelden olusur. Lamina
propriyada mide boélumlerine 6zglu o6zelliklere sahip
mide bezleri yer alir. Mide bezlerinin énemli yapisal
bilesenlerinden biri, hidroklorik asit ve B12 vitamin
baglayici intrinsik faktor salgilamakla gorevli olan
pariyetal hucrelerdir (14). Sunulan g¢alismada kog ve
boganin abomazumunun kardiya, fundus ve pilorus
bélgelerinin yapisal 6zellikleri karsilastirmali olarak
incelenmig olup bulgularimiz hem ko¢ hem de boga
abomazumlarinin klasik literatiir bilgiye paralel morfo-
lojik o6zellikler sergiledigini gdstermektedir. Ancak
hem boga hem de ko¢ abomazumunun fundus bdlge-
sinde lamina propriyada yer alan bezlerde pariyetal
hiicreler gozlenirken, kog¢ fundusunda bu hicrelerin
boga fundusuna kiyasla sayica daha fazla oldugu
tespit edildi. Ayrica ko¢ abomazumunun kardiya bol-
gesinde yer alan bezlerde ve foveola gastrika epitel
hicreleri arasinda az sayida pariyetal hicre varlig
g6ze carptl. Bu bulgu bize gastrik asit sekresyonunun
sadece fundus bezlerinde olmadigini kardiya bolge-
sinde de sekresyon yapildidini, buna ek olarak ko¢
fundusunda gastrik asit sekresyonunun boga fundu-
suna oranla daha yogun oldugunu gdstermektedir.
Ayrica bu bulgu iki ruminant turinde abomazumun
yapisal Ozelliklerinin birbirlerinden az da olsa farkh
oldugunu ortaya koymaktadir.

Gonadal steroid hormonlar, basta uterus, meme,
ovaryum, testis, prostat ve kas dokulari olmak tzere
cesitli dokularda hiicre buyimesini, hiicre farklilas-
masini, protein birikimini ve karbonhidrat kullanimini
dizenlerler. Sindirim siteminde de besin ve mineralle-
rin emilmesi ve ara metabolizmanin dizenlenmesi
gibi fonksiyonlara sahip olduklari gesitli calismalarla
ortaya konmustur (9). Ornegin progesteron ve &stro-
jen hormonlarinin 6zofagusun alt sfinkter kaslarinda
gevsetici ve kolonda kolonik gecisi yavaslatici etkisi-
nin bulundugu (9) ve ayrica menstriel siklus boyunca
bu hormonlarin duzeylerinde olusan degisimlerin
digkilama aligkanliklarinin degismesine neden oldugu
bilinmektedir (29). Bunlarin yanisira kadinlarda
menstriel siklusun luteal fazinda progesteron artisina
bagl olarak gastrointestinal gecis suresinin yaklasik
%25 oraninda uzadigr bildiriimistir (29). Ratlar-
da yapilan bir calismada disik doz progesteronun
mide bosalmasini hizlandirdigi, yiuksek dozlarin ise
yavaglattigi kanitlanmistir (17). Mongol gerbilde, er-
ken Helicobacter pylori enfeksiyonuna yanitta pro-
gesteron hormonunun gastrin salgilayan hicre sayi-
sini azalttigi, proliferasyon indeksinde bir azalmaya
neden oldugu ve apoptotik hizi artirarak gastrik hasa-
ra karsi koruyucu rol Ustlendigi gdsterilmistir (24).
Ostrojen ya da progesteron hormonunun kog ve bo-
galarin sindirim sistemleri tizerindeki etkilerinin arasti-
rildid1 herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Ancak
bu steroid hormonlarin kog ve bogalarin midelerinde
modiile edici bir etki gostermesi ve sindirim sistemi-
nin fizyolojik aktivitesini etkilemesi olasi gérinmekte-
dir.

166



Kog ve boga abomazumunda progesteron reseptord. ..

Bilindigi Uizere gonadal steroid hormonlar dokulardaki
etkilerini spesifik hormon reseptoérleri araciigiyla ger-
ceklestirirler. Bunlardan progesteron hormonunun
etkilerine aracilik eden progesteron reseptorlerine
iliskin calismalarin ¢cogu Ureme sistemine odaklanmig
olmakla birlikte, kardiyovaskduler sistem (12) ve sinir
sistemi (5) dahil olmak Uzere gesitli dokulardaki var-
liklari bilinmektedir. Nitekim sindirim sisteminin de
progesteron reseptorlerine sahip oldugu kavrami yeni
degildir (6,25). Sindirim sisteminde steroid hormon
reseptdrlerinin kanserle iliskisi hakkinda birgok galis-
ma olsa da insanlarda progesteron reseptdrleri-
nin normal midede ve kanserli midelerde ekspres-
yonlarinin farkh olmadigi rapor edilmistir (15). Bugu-
ne degin sigirlarin sindirim sisteminde progesteron
reseptoriinin varhgini bildiren sadece bir arastirma
bulunmakta olup, s6z konusu arastirmada sigir sindi-
rim sisteminde progesteron reseptoérinin RT-PCR
yéntemiyle ekspresyonu incelenmis, progesteron
reseptori mRNA’sinin mide ve bagirsaklarda ¢ok
distk miktarlarda bulundugu, rumen ve retikulumda
eksprese edilemedigi ancak omazum, abomazum ve
duodenumda ekprese edildigi, duodenum haricindeki
diger bagirsak bolumlerindeki eskpresyonlarin farkli-
lik gostermedigi bildirilmistir (22).

Yukarida da belirtildidi gibi, PR’Unin mide dokularin-
daki ekspresyonuna iliskin mevcut bilgi, esas olarak
histolojik olmayan analiz yoluyla elde edilmistir. Bu
yontemlerin baslica dezavantajlarindan biri, mRNA /
protein ekspresyonu ve histolojik yapilar arasindaki
karmasik iligkileri gézden kagirmalari ve dolayisiyla
reseptoriin  fonksiyonel analizini engellemeleridir.
Sunulan galismada normal kosullar altindaki sigir ve
ko¢ abomazumlarinda progesteron reseptdrinin
protein dizeyindeki ekspresyonu immunohistolojik
olarak ilk kez incelendi ve reseptdriin potansiyel fiz-
yolojik fonksiyonlari da elde edilen sonuglara dayana-
rak tartisildi. Pfaff ve ark. (2003) ‘nin bildirdiginin ak-
sine, immunohistokimyasal bulgularimiz, PR’lerinin
ko¢ ve boda abomazumlarinin mukoza ve kas kat-
manlarini olusturan cesitli yapisal bilesenler tarafin-
dan eksprese edildigini gdstermektedir. Calismamiz-
da her iki tiriin abomazum bélimlerinde yizey epitel
hicreleri hari¢, foveola gastrika'yl 6rten epitel hicre-
lerinde, lamina propriyadaki bez epitel hicrelerinde
niklear lokalizasyondan ziyade sitoplazmik ve
membransel PR lokalizasyonu tespit edildi. PR’Gnun,
benzer genler tarafindan kodlanan fakat farkli promo-
torlar tarafindan dizenlenen PR-A (72-94 kDa) ve PR
-B (108-120 kDa) olmak lizere iki ana izoforma sahip
oldugu bilinmektedir (2). PR-A genellikle hiicre ¢ekir-
deginde lokalize olmasina karsin, PR-B devamli ola-
rak niklear ve sitoplazmik kompartimanlar arasinda
hareket halindedir. Bu karakteristigi nedeniyle PR-B
dogrudan transkripsiyonel olaylara katilabilir veya
niklear olmayan sinyal yolaklari ile etkilesime girerek
hizli sitoplazmik degisimlere aracilik edebilir (4). Ca-
lismamizda kullandigimiz PR primer antikoru (kat no:
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sc-539, Santa Cruz Biotechnology) PR-A ve PR-B
izoformlarinin her ikisine karsi1 hazirlanmis olup sitop-
lazmik ve membransel immun boyanmalar boda ve
ko¢ abomazumlarinda PR-B izoformunun daha bas-
kin sekilde eksprese edildiginin bir géstergesi olarak
yorumlanabilir.

Progesteronun nuklear olmayan etkinlikleri ile ilgili
cesitli calismalar mevcuttur. Sitoplazmik protein ki-
nazlarla dogrudan etkilesime girebilen ve aktive ede-
bilen, genellikle steroid hormon reseptdér stper aile-
sindeki bir ligand ile aktive edilmis transkripsiyon fak-
tord, klasik progesteron reseptérinin ekstra niklear
veya membran ile iligkili aktivitelerini gerceklestirebi-
lir. Bu reseptor yakin zamanda klasik PR ile ilgisi
olmayan, membrana lokalize progesteron reseptori
(mPR) olarak tanimlanmistir (8). Membrana lokalize
progesteron reseptorinin g alt tipi (mPRa, B ve y)
bulunmaktadir (8). Bunlardan mPRa ekspresyonu
farede beyin, testis, uterus, kemik iligi, dalak, aksiller
lenf dugumleri, karacier ve gastrointestinal kanalda
(27,30), insanda, ovaryum, testis, uterus, meme, béb-
rek, adrenal bez, lenfoid dokular ile amniyon ve kor-
yon keselerinde gosterilmistir (8). Fare midesinde
mPRa ekspresyonunun foveola epitelinde ve esas
hicrelerde bulunmadidi, ancak pariyetal hicrelerde
glclu bir immunreaksiyonunun bulundugu gosteril-
mistir (30). Calismamizda fare midesinde bildirilenler-
den farkli olarak her iki tiriin abomazum bélimlerin-
de foveola gastrikayi 6rten epitel hiicrelerinde ve bez
epitel hicrelerinde PR’Unin membransel lokalizasyo-
nu bu reaksiyonun mPR’nden kaynaklanabilecegi
fikrini akla getirmektedir. Ancak kullandigimiz primer
antikor yalnizca PR-A ve PR-B izoformlarini tasidi-
gindan dolayl bu hipotezi kesin olarak kanitlayabil-
mek igin membransel progesteron reseptériine spesi-
fik mPR antikoru kullanilarak immunohistokimya ana-
lizinin yapilmasi gereklidir.

Genel olarak, gebelik sirasinda peptik ulser hastalig
nadiren goérilir. Bunun nedeninin gebelik slresince
yuksek progesteron hormon diizeyi olduguna inanil-
maktadir. Yiksek progesteron dizeyinin gastrik asit
cikigini azaltabildigi ve koruyucu mukus Uretimini
artirabildigi ileri sirllmektedir (18). Ayrica midede
pariyetal hiicrelerin asit Uretiminin yani sira steroido-
genik aktiviteye de sahip olduklari, dstrojen, proges-
teron ve testosteron metabolitlerini salgiladiklari (16),
bu nedenle de sekstiel hormonlarin hepatik-gastrik
aksinin dizenlenmesinde énemli rolleri oldugu bilin-
mektedir (28). Calismamizda ilging bir sekilde, PR’U-
ndn her iki tarin pariyetal hicrelerinde yogun bir se-
kilde eksprese edildiginin saptanmasi, erkek hayvan-
larda da progesteronunun PR sinyallemesi yoluyla
gastrik asit sekresyonunu kontrol etmede dogrudan
bir role sahip olabilecegine ve ayrica pariyetal hiicre-
lerin steroidojenik aktivitelerini PR araciligiyla strdi-
rebilecegine dair yeni kanitlar saglamaktadir.

Fare midesinde bildirilenlere (30) paralel olarak ¢alis-
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mamizda da ko¢ ve boga abomazumlarinin tim bo-
limlerinde tunika mukozanin lamina muskularisindeki
dUz kas hucreleri ile tunika muskularisi olusturan sir-
kuler ve longitudinal seyirli diz kas hlcrelerinde PR
igin kuvvetli sitoplazmik bir immun boyanmanin bu-
lundugu gbézlendi. Bu bulgu, progesteronun PR’U
aracihigiyla ruminant abomazumunda diiz kas hicre-
lerinin mide tonusu ve motilitesinin dizenlenmesi gibi
islevlerine katildigini gdsterebilir.

Sonug olarak kog¢ ve sigir abomazumunun kardiya,
fundus ve pilorus bdlgelerinde foveola, bez epiteli ve
pariyetal hicreler ile lamina muskularis ve tunika
muskularisi olusturan diiz kas hicrelerindeki PR’inin
ifade edildiginin belirlenmesi, kog ve boga midelerinin
fizyolojik aktivitesinde progesteronun PR’leri aracili-
giyla rol oynadiginin énemli bir kaniti olabilir.
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Summary: This study was carried out to use Oregano leaf and L-carnitine as an alternative feed additives in alfalfa
flour or low Sodium-Calcium (Na-Ca) diet and to determine their effect on second phase laying period after force molt-
ing in commercial laying hens. A total of 1170 birds were divided into 13 groups which were further subdivided into 6
replicates having 15 birds in each. A negative control group (K) which was neither forced molted nor provided with any
feed additive substances in their diets Moreover, other three treatment groups (M: Marbel powder, A: Alfalfa, F: Low Ca
-Na diet), were forced molted and one withhold feeding group was used for the study; the forced molted groups were
supplied L-carnitine (C) (100 ppm) and Oregano leaves (O) (5%) as a feed additive in designed individual diets (MC,
AC, FC, MO, AO, FO ) alone and in combination (50 ppm; 2.5%) in groups (MCO, ACO, FCO). All hens were feeding
with commercial feeds during the second laying phase.The trial was 98 days after 22 days of forcing stage. Perfor-
mance parameters (except egg quality) were measured during 14 days periods. In the results, eggs yield values were
found significantly higher (P<0.01) among the treatment groups over control group. It was concluded that supplement-
ing L-carnitine and Oregano leaves could be used as an alternative feed additives in alfalfa meal during feed withdraw-
al period and their combination also showed a positive impact on laying performance in laying hens.

Key words: Egg yield, L-carnitine, laying hen, force molting, oregano

Zorlamah Tiiy Dékiimii programlarinda Kekik ve L-Karnitin Kullaniimasinin Yumurta Tavuklarinda ikinci
Yumurtlama Periyodu Verim Parametreleri Uzerine Etkisi

Ozet: Bu calisma, ticari yumurta tavuklarinin kekik yapraklari ve L-karnitin katkili yonca unu veya diisiik sodyum-
kalsiyum (Na-Ca) icerigine sahip rasyonlarla tiy dékiimine sokulmasi ve tly dékimi sonrasinda ikinci yumurtlama
dénemi verim parametreleri Uzerine olan etkilerinin belirlenmesi amaciyla gerceklestiriimigtir. Deneme, zorlanim uygu-
lanmayan ve yem katki maddeleri kullanilmayan bir negatif kontrol grubu (K); biri yem gekmeli olmak Gzere 3 adet zor-
lamali tly dokimi metodu uygulanan deneme gruplari (M: Mermer tozu, A: Yonca, F: Dusuk Na-Ca igerikli yem), zor-
lanim uygulanan gruplara yem ilavesi olarak L-karnitin (C) (100 ppm) ve kurutulmus kekik (O) (%5) yapraklarinin belir-
lenen oranlarda ayri ayri (MC, AC, FC, MO, AO, FO) ve birlikte kullanildigi (50 ppm; %2,5) gruplar (MCO, ACO, FCO,)
olmak Uzere, her grupta 6 tekerrir ve tekerrlr gruplarinda 15 adet hayvan olacak sekilde toplam 1170 adet yumurta
tavugunda ve 13 grupta yarGattiimasttr. Denemede kullanilan tim tavuklar ikinci verim déneminde ticari yumurta tavugu
yemiyle beslenmiglerdir. Arastirma, 22 giinlik zorlanim siiresi sonrasinda 98 guin boyunca surdurilmustar. Performans
parametreleri (yumurta kalite parametreleri disinda) 14 giinlik periyotlar halinde 6lgtilmustir. Gruplar arasindaki ortala-
ma yumurta verimleri degerlendirildiginde, FCO grubu haricinde tim deneme gruplarinin verimleri kontrol grubuna gore
onemli dlcide ylksek bulunmustur. Arastirmada dlgulen tim parametreler esas alindiginda, sonug olarak, yonca un-
unun, geleneksel yem ¢cekme metoduna alternatif olabilecegi, yonca unuyla yapilan tiy dokimu ydntemi sonrasi verim
doneminde rasyona ilave olarak L-karnitin ve kurutulmus kekik yapraklarinin bir arada katilmasinin performans tizerine
olumlu etkiler gésterebilecegdi kanisina variimigtir.

Anahtar Kelimeler: Kekik, L-karnitin, yumurta tavugu, yumurta verimi, zorlamal tiy dokimu

Introduction stricting feed, restricting water and light, providing

feed with inadequate calcium or sodium, adding ele-
Forced molting is a method used to prolong the pro- ments such as aluminum, zinc and iodine, feeding
ductive life of broiler and |ay|ng hens or to interrupt oniy grain or cassava and administering various
egg yield temporarily when egg prices are very low. drugs and hormones (4,12,25). The traditional meth-
Various methods are used for molting such as re- od of removing feed and water together or alone is

the most commonly used method of short-term forced
molting. Following the forced molting, a number of
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Table 1. Composition of the experimental diets, kg/ton

Erciyes Univ Vet Fak Derg 16(3), 170-177, 2019

Feedstuffs Negative control group (K)& second Low Na-Ca Diets (F groups)
laying period ration of all groups
Corn grain 371.81 381.33
Wheat grain 174.00 220.00
Sunflower meal CP 36 % 140.00 0.00
Sunflower meal CP 28% 0.00 150.00
Barley grain 0.00 30.00
Rasmol 30.00 90.00
Soybean meal CP 48% 34.00 94.00
Full fat soy 44.00 0.00
Canola meal 30.00 0.00
Corn bran 30.00 0.00
DDGS (Corn) 30.00 0.00
Sunflower oll 10.00 0.00
Dicalcium phosphate 6.74 7.50
Marbel powder 89.00 20.00
Salt 3.50 0.00
L-Lysine HCI 1.10 1.15
DL-Methionine 0.70 0.92
Safizyme XP 20 1.00 1.00
Karzyme P 500" 0.65 0.60
Kavimix 23 15/5™ 2.50 2.50
Kavimix M 17" 1.00 1.00
Analysed values
Crude protein% 16.47 16.88
Crude cellulose % 5.01 6.06
Crude ash % 12.54 6.93
Crude fat % 4.27 3.14
Dry Matter % 88.58 88.53

* Endo-1,4-beta-xylanase, Kartal Kimya, Turkey: 1.400.000 U

** Phytase, Kartal Kimya, Turkey: 500.000 FTU/g

***Vitamin Premix, Kartal Kimya, Turkey: Each 2,5 kg Vitamin A: 12.000.000 IU, Vitamin D3: 2.400.000 IU, Vitamin E: 30.000
mg, Vitamin Ks: 2.500 mg, Vitamin B: 3.000 mg, Vitamin B,: 7.000 mg, Vitamin Bg: 4.000 mg, Vitamin B4, :15 mg, Niacin:
40.000 mg, Ca-D-Pantothenate: 8.000 mg, Folic Acid: 1.000 mg, D-Biotine: 45 mg, Vitamin C :50.000 mg, Choline CI. :
125.000 mg, Canthaxantin: 1.500 mg, Apo-Carotenoic acid ester: 500 mg include.

****Mineral Premix, Kartal Kimya, Turkey: Each 1 kg Manganese: 80.000 mg, Iron: 40.000 mg, Zinc: 60.000 mg, Copper: 5000

mg, lodine: 400 mg, Cobalt: 100 mg Selenium: 150 mg include.

researchers have reported that eggs obtained in the
second yield stage are heavier than those obtained in
the first yield, an increase in shell breaking strength,
an improvement in egg quality, especially in the
Haugh unit (2,11,16). However, in forced-molted
chickens, there are also studies of similar egg weight,
yellow index and egg yolk color as well as non- molt-
ed chickens (27). It has been reported that alternative
forced-molting methods can provide better living con-
ditions for the birds and these chickens can go
through the production period more comfortably dur-
ing the rest period (19). Minoura et al. (21) reported
that force molting made with wheat or rice bran im-
proves egg production. In a study using forced molt-
ing methods, it has been shown that giving vitamin E
to laying hens positively affects the immunity system
(13). The number of studies dealing with the applica-
bility of the oregano and L-carnitine and their prod-
ucts for forced molting are limited. In view of this in-
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formation, due to the fact that conventional withdraw-
al forced molting method is not suitable for animal
welfare. Therefore, this study has been carried out to
comparison of alternative non feed withdrawal molt-
ing methods and withdrawal (fasting) methods in lay-
ing hens.

Material and Methods

A total of 1170 white laying hens (Lohmann LSL), 72
weeks old were used in this study. The study was
carried out in the poultry unit of Kocatepe University
Livestock Research Center (KUHAM). The experi-
mental protocols were approved by the Animal Care
and Ethical Committee at Afyon Kocatepe University
(147-2008). The experimental rations (standard com-
mercial laying hen feeds) was used during the adap-
tation and egg laying periods and also fed to the neg-
ative control group during the trial (molting phase)
period. The feed was formulated according to NRC
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Table 2. Experimental groups in force molting period
Molting Method Feed Additives Method&Water
Groups Group 0-11 day 12-22 day L-Carnitine HCI Oregano  Method Water
Name
01 K Negative Control No No No Ad-libitum
02 M No No
03 MC 100 ppm No
04 MO Marbel Limited Barley No 5% withdrawal Ad-libitum
powder grain
05 MCO 50 ppm 2.5%
06 A No No
07 AC 100 ppm No
08 AO Alfalfa Alfalfa powder No 5% No withdrawal  Ad-libitum
powder
09 ACO 50 ppm 2.5%
10 F No No
11 FC 100 ppm No
12 FO Low Na, Ca Low Na, Ca No 5% No withdrawal  Ad-libitum
Feed Feed
13 FCO 50 ppm 2.5%

K:Negative control group, M: Marbel powder, MC: Marbel powder +Carnitine, MO: Marbel powder +Oregano, MCO: Marbel
powder +Carnitine+Oregano A:Alfalfa, AC: Alfalfa+Carnitine, AO: Alfalfa+Oregano, ACO: Alfalfa+Oregano+ Carnitine F:Low
Na-Ca, FC: Low Na-Ca+ Carnitine, FO: Low Na-Ca+Oregano, FCO: Low Na-Ca+ Oregano+ Carnitine

(23) (Table 1) and all experimental groups are shown
in Table 2. The alfalfa and dried Oregano leaf
(Oreganum onites) were used as powder form in the
study. The alfalfa was obtained from Afyonkarahisar-
Turkey as mixture of 1. 2. and 3. cuttings. Oregano
leaf was purchased from Herba Gida Ltd, izmir-
Turkey. L-carnitine was used as a premix with 50.000
mg L-carnitine HCL per one kilogram. There were 13
groups in the study. One was negative control group
(K) and the others were trial groups (M, MC MO,
MCO, A, AC, AO, ACO, F, FC, FO, FCO). There
were three main groups; 1-Marbel powder (M), 2-
Alfalfa (A), 3-Low Na and Ca (F) respectively in the
study. While feed withdrawal method applied to the
marbel groups (M, MC, MO, MCO), it was not applied
to the other groups (A, AC, AO, ACO, F, FC, FO,
FCO). The groups were named according to whether
they had received feed additives or not. The groups
subjected to force molting were given L-carnitine (C)
and Oregano leaf powder (O) as a feed additive sep-
arately (MC, AC, FC, MO, AO, FO) and together
(MCO, ACO, FCO) to 6 replicas in each group having
15 animals in the replica groups (Table 2). The hens
were distributed randomly into an apartment type
cage system (50 cm length x 60 cm width x 56 cm
high) with 5 animals in each cage. The study was
performed in three different stages. The first 2 weeks
was adaptation period, then 22 days was forced molt-
ing and the second laying period contained 14 weeks
egg-laying period. During the forced molting period
the molting trial groups were subjected to light re-
striction (there was no used artificial light) while the
negative control group was kept under the same en-
vironmental conditions with no light restriction and

ensured 16 hours of light in their cages within the
unit. All hens were provided ad libitum feed and water
throughout the last period. The molting groups were
given 100 ppm of L-carnitine HCI and 5% dried Ore-
gano separately and 50 ppm of L-carnitine HCI and
2.5% dried Oregano together. During the study,
deaths were recorded on a daily basis while molting
period viability and yield period viability were calculat-
ed as percentage. Egg yields were recorded daily
throughout the yield period for fourteen weeks while
feed consumption and egg weights were recorded
once every 14 days. At the beginning and end of the
yield period, 3 eggs were collected from each sub-
group (total 18 eggs) which were examined for egg
shape index, egg weight, Haugh units, eggshell thick-
ness and yolk color as an egg quality parameters
(11,27). The feed used in the trial was analyzed ac-
cording to AOAC procedures (3) (Table 1). Statistical
analyses of the collected data were performed using
one-way analysis of variance in the SAS statistical
program (26) package program. Tukey test was ap-
plied on the data to assess importance.

Results

It was found that egg yield mean values showed a
difference between the groups in whole yield period
including the second yield period and the yields of all
the experimental groups except FCO group were
found significantly (P<0.05) higher than the control
group (Table 3). When the study is assessed as a
whole, it was observed that the egg weight varied
significantly (P<0.05) between groups. Regarding
feed consumption, it is observed that group ACO
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Table 3. Egg production and egg weights of groups in the second laying cycle (0-98 days)

Gro- Egg produc- Egg pro- Feed con- Feed con- Egg we- Mortality Mortality rate
ups tion % duction % sumption version ratio  ight(g) rate Second produc-
Molting sta- After (g/day) (kg feed/kg Molting tion cycle (0-98
ge molting egg mass) stage days)
11-22.day 0-98.day MeanzSE MeantSE (0-22 MeanzSEM
Mean+tSEM  MeantSEM M MeantSEM M days)
Mean+SE
M
K 65.98°+1.47 64.38°t0.4 13253+ 1.98°+0.03  66.97°t0. 2.22°+1.4 1.05+0.40
5 2.23 27 1
M 0.00%£0.00 83.18%+04  135.55%+  2.09°°°+0.03 64.90°°%  14.39%°+3. 1.45+0.47
8 1.87 +0.29 62
MC  0.00%0.00 84.24°+0.5 132.14%°+ 2.03°9+0.03 65.07°% 12.22%°+2 (0.98+0.42
0 2.26 0.34 .05
MO  0.00%0.00 83.77°+0.4  134.93™+  2.07%°+0.03 65.09°%+ 8.89%°+2.  0.380.27
8 1.64 0.38 81
MCO  0.00%t0.00 80.44°°+0.4 134.99%+  2.09%°+0.04 64.47°®+ 10.00™°+5 0.46x0.33
3 2.44 0.41 64
A 0.00%£0.00 80.37°+0.5  133.65%®°+ 2.09°°°+0.03 63.99°%®°+ 10.00%°+1 2.71+0.97
7 2.06 0.40 49
AC 0.00%+0.00 82.86%+0.6 134.47%°+ 2.07°°°+0.02 65.01°% 12.22%°+1 1.23+0.68
6 1.53 0.27 A1
AO 0.00°+0.00 82.77%°+0. 135.60%+ 2.13%°+0.04 63.61%°+0 12.22%°+2 1.41+0.70
56 2.41 42 .05
ACO  0.00°0.00 85.19°+0.5  139.987+2. 2.21%+0.03 63.43°+0. 15.56%t4.4 1.78+0.73
8 13 36 4
F 34.06™+1.52 71.45%405 124.99°+1. 1.91°t0.03 65.37°+0 3.34%°+1.  1.41+0.52
1 76 26 49
FC 32.81°%1.56  70.299+0.5  130.02°°+2 1.96%+0.03  66.38%°+0 1.11°¢1.11 1.39+0.51
1 .06 27
FO 37.68°+1.97 71.05°t0.4  130.85%®°+ 1.95%+0.02  67.03°t0. 0.00°t0.00 1.37+0.50
6 1.55 27
FCO 34.08%+1.71 69.90%+0.5 128.61°+2 1.95%+0.03  66.02%°+0 2.22°+14 1.23+0.43
9 .04 27 1
P 0.001 0.001 0.001 0.001 0.007 0.001 0.451

a,b,c,d,e: Means with different superscripts in each row are significantly different

consume feed significantly (P<0.05) higher however,
group F consume significantly (P<0.05) lower feed
consumption as compared with other treatment and
control group (Table 3). Feed conversion ratio (FCR)
vary between 1.91 and 2.21 and significant (P<0.05)
differences were found between the mean values of
the groups (Table 3). Mortality rate remained non-
significant (P>0.05) (Table 3) between the groups in
the study period between 0-98 days. For egg quality
parameters, no significant (P>0.05) difference was
observed between the groups in the first and last
analysis except for egg yolk color (P>0.05) (Table 4).

Discussion

The findings of our study coincide with the state-
ments made that forced molting has a positive impact
on egg yield (6,7,14). An assessment of the egg yield
during the yield period reveals that group ACO
(85.19%) showed significantly high egg yields while
the lowest yields were manifested by group FCO
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(69.90%). Aygun and Yetisir (5) found the same re-
sults in their work, that their results were similar be-
tween the groups during 40 weeks period. It is con-
cluded that the egg yield obtained in present study
was much higher than the values reported by
Kucukyilmaz et al. (20) for poultry subjected to differ-
ent molting periods and the egg yield values reported
by Keshavarz and Quimby (15) for a group molted
with the application of the feed withdrawal method.
Koelkebek and Anderson (18) reported a similar egg
yield performance during a 10-day feed withdrawal
method and withdrawal feed contained maize-soya
shells and maize-wheat chips. An examination of the
egg yields of groups provided alfalfa flour during 0-98
days of the study reveals that alfalfa flour supple-
mented groups have similar yields as M, MC, and
MO whereas the yield of the alfalfa flour group with-
out supplements was lower but similar to group MCO.
Therefore, it can be asserted that alfalfa flour supple-
mented with L-carnitine and/or Oregano can be used
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Table 4. Egg quality parameters (Initial and end of experiment)
Initial of experiment End of experiment
Gro- Egg shape Egg Shell Haugh Egg Yolk Egg sha- Egg Shell Haugh Egg
ups index (%) Thickness  Units Color pe index  Thick- Units Yolk
mm (%) ness, Color
Mean+SEM MeantSE mm
M Mean+tSE MeantSEM MeantS MeantSE MeantS
M EM M EM MeanzS
EM

K 72.78+0.48 0.35:0.006 67.01:0.2 10.61®+0.2 72.06°x0 0.34+0.00 67.44+0. 11.78%
8 4 73 6 31 0.13

M 74.94+0.37 0.35£0.004 67.21£0.2 11.67°£0.21 74.89°+0 0.34+0.00 68.50+0. 11.17%+
0 .61 6 29 0.19

MC  74.67+0.68 0.35+0.004 67.40+0.1 11.50®+0.2 73.67°°+ 0.34+0.00 68.55+0. 11.67%+
7 2 0.59 6 26 0.20

MO 74.39+0.44  0.34+0.005 67.80£0.1 10.78%°+0.1 73.50%°+ 0.34+0.00 68.62+0. 11.44%+
6 9 0.62 5 25 0.17

MC 74.33+0.61 0.35+0.006 67.60+0.2 10.78%+0.2 74.06°°+ 0.34+0.00 68.24+0. 11.22%+

(0] 5 4 0.57 5 22 0.19

A 74.61+0.24 0.35+0.007 66.88+0.2 11.50°°+0.3 74.33%°+ 0.35+0.00 68.78+0. 11.78%
3 3 0.54 5 46 0.19

AC  73.22+0.50 0.35+0.006 67.03+0.2 11.56*+0.1 74.39%+ 0.34+0.00 68.71+0. 11.00%+
4 8 0.54 5 25 0.23

AO  73.83+t0.56 0.33+0.003 66.70+0.3 11.06%0.15 74.22%+ 0.34+0.00 67.76+0. 11.33%+
1 0.48 7 30 0.18

ACO 74.06£0.69 0.35+0.004 67.32+t0.2 10.67°+0.30 74.17®°+ 0.34+0.00 68.59+0. 10.89°+
4 0.60 6 26 0.20

F 73.17£0.96  0.34+0.003 67.36+0.3 10.83%°+0.2 72.94%°+ 0.34+0.00 67.99+0. 11.33%+
0 5 0.56 4 29 0.16

FC 73.5620.59  0.34+0.004 66.83+0.2 11.72°+0.23 74.28%+ 0.35+0.00 67.54+0. 11.28%+
8 0.51 5 29 0.18

FO  73.61+0.36 0.33+0.004 66.92+0.3 10.44°+0.20 72.33°°+ 0.35+0.00 67.44+0. 11.11%+
2 0.63 6 36 0.14

FCO 75.22+0.74 0.3330.005 66.74+0.3 11.28%°+0.2 73.11%®+ 0.35%0.00 67.87+0. 11.39%+
6 5 0.53 4 32 0.18

P 0.088 0.060 0.073 0.001 0.014 0.868 0.088 0.007

a,b: Means with different superscripts in each row are significantly different

an alternative molting material during feed withdrawal
method and the yield impact is similar with the mix-
tures presented by the researchers as an alternative.

Wu et al. (28) carried out a study with two white lay-
ing hybrids to determine the impact of two different
forced-molting methods on the egg yield as well as
on egg quality. It was observed that the molting meth-
od did not have an impact on egg yield and egg
weight. The present trial findings showed that at the
start of the study (14-28 days), group M egg yield
was almost similar to group F while at the mid of
study, the egg yield of group M was higher as com-
pared to group F. Kugukyilmaz et al. (20).Yilmaz and
Sahan (29) study showed that 50% egg yield with
62.05 g average egg weight were produced from
brown layers hens which were subjected to force
molting with full grain and zinc oxide application. In
terms of significance, the lowest egg shape index
form at the end of the study was manifested by group

K (72.06) while the highest values were displayed by
group M (74.89) which coincided with the results re-
ported by Kucukyilmaz et al. (20) that molting had an
impact on index form. The findings by the same re-
searchers that shell thickness and Haugh unit are
affected by molting. In contrast, the results of our
study asserted that eggshell thickness and Haugh
unit were not affected by molting and feed supple-
ments were not commensurate. In a study carried by
Bell and Kuney (8) the Haugh unit values obtained
from feed withdrawal groups (74.7-75.7) are less than
the values calculated for feed withdrawal groups in
the trial. Regarding egg shape index, in groups M;
there was no difference between egg shape indexes
and eggshell thickness in the present study. These
results was correlated to another study which ob-
served no differences in shape index and eggshell
thickness of brown layer hens during 12 days of
forced molting with feed withdrawal (1). Molino et al.
(22) and Bell and Kuney (8) reported that the egg-
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shell thickness is 37mm after feed withdrawal as a
force molting and this value was found proximal to
eggshell thicknesses measured in groups M (0.35
mm). However, other researchers observed that
forced molting improves eggshell thickness but our
trial results were different (6). Khoshoei and Khalali
(17) reported no difference in the eggshell thickness-
es in the 3rd and 4th months after peak yield with
different force molting methods such as feed with-
drawal method, different grain applications, cotton-
seed bran and molting feed applications after fasting.
At the end of the 22 days of the molting period, about
0% and 15.56% mortality were observed in the
groups. When a comparison is made with the mortali-
ty rates reported by Biggs et al. (10) in a program
without feed withdrawal (0-2.4%), it is observed that
such range of mortality is commensurate with the
results of groups FC, FO and FCO. Moreover, it is
much less than the figures for group F and the alfalfa
flour groups. When a comparison is made with the
2.60% mortality value observed by Petek (24) in
groups without feed withdrawal, the results for groups
FC, FO and FCO were found low while the values of
group F and the alfalfa flour groups were found high-
er than this value. The results of the study were not
similar to those of Aygun and Yetisir (5) who also
reported no difference between the mortality rates of
the groups without feed withdrawal. This suggests
that feed consumption in the groups may have been
inadequate during the molting period. The conclusion
made in the study that M groups feed consumptions
were similar to those of group K. However, various
studies reported that molting white layer hens sub-
jected with the application of different fasting periods
increased feed consumption (20). Molino et al. (22)
carried out a study in which the activities of feed with-
drawal programs and feed restricted programs were
compared and reported that the group averages were
similar in terms of feed consumption. When the feed
consumption of the 0-98 day period in the study is
assessed, the results do not coincide because there
are differences between the groups. However, the
feed consumption value reported from the feed with-
drawal group in the study is less than the values ac-
quired in the study. Researchers report that the feed
conversion ratio of 2.27 for poultry which has been
observed during feed withdrawal molting period and
this value is higher than the feed conversion ratios
reported for groups M (2.03-2.09). These differences
are attributed to the difference found between groups
in which raw nutrients were used in the feed during
the yield period. Keshavarz (15) reports a feed con-
sumption of 109.2g during yield period for Babcock
B300 layer hens subjected to 10 days of feed with-
drawal and a feed conversion ratio were found 2.55
while Bell and Kuney (8) reported that animals sub-
jected to feed withdrawal had a feed consumption of
102.9g-104.2g and a feed conversion ratio was found
2.59-2.60. When our study findings are compared
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with these values, it is observed that the feed con-
sumptions of group M are higher and the feed con-
version ratios are lower. A farm-based study was
conducted in which feed withdrawal method were
used as a force molting and molting feed contained
maize without salt which is further supplemented with
P and Vitamins (9). The feed conversion ratios of this
farm study were compared with the feed conversion
ratio of our study, and it was observed that the values
of groups F and M are less than the values reported
by the researchers.

Conclusion

It is concluded from our study, that there were signifi-
cant differences were observed between the groups
in terms of egg production mean except FCO group
and the yields of all treatment groups were found
significantly higher than the control groups. It was
observed that supplementing groups M with L-
carnitine and Oregano individually had a positive
impact on egg yield whereas using them together had
a negative impact. Moreover, all feed supplements
had also shown a positive impact on the egg yields of
groups A. As a result, it can be concluded that alfalfa
flour supplemented with various feed additives could
be used as an alternative during feed withdrawal
method. Further, the adding of L-carnitine and Orega-
no together into alfalfa flour has a positive impact on
performance in terms of animal welfare.
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Ozet: Bu galismada Diyarbakir ilinde 100 farkli ciftlikten toplanan koyun siitlerinin bilesimi ve kalite 6zellikleri ile muhte-
mel halk saghgi risklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Koyun suti orneklerindeki ortalama toplam mezofilik aerob bak-
teri, toplam psikrofilik aerob bakteri, koliform, Escherichia coli, Staphylococcus-Micrococcus spp., laktobasil, laktik
streptokok, kif-maya ile silfit rediikte eden anaerob bakteri sayilar sirasi ile 7.83, 6.92, 4.55, 3.61, 4.50, 6.23, 7.95,
4.27 ve 2.71 logso kob/ml olarak saptanmistir. Analiz edilen koyun sitlerinde ortalama yag, yagsiz kuru madde, protein,
laktoz ve mineral madde miktarlari ile yogunluk, donma noktasi ve pH degerleri ise sirasi ile %7.93, %11.88, %4.96, %
5.99, %0.77, 1.035, -0.615 °C ve 6.55'tir. Koyun sutl 6rneklerindeki ortalama somatik hiicre sayisi 5.77 log1o hiicre/ml;
kivam, goriinim-renk, tat ve koku puanlari ise sirasiyla 5.0, 4.0, 5.0 ve 4.5 olarak tespit edilmistir (5'li skala). Diyarba-
kirdan temin edilen koyun sutlerinin beslenme ve endustriyel agidan énemli bir potansiyel olusturdugu, ancak hijyenik
kalitelerinin diistk oldugu saptanmistir. Koyun yetistiricilerinin sagim hijyeni ve sitiin muhafazasi hakkinda egitiimesine
ihtiyag bulundugu kanaatine variimistir.

Anahtar kelimeler: Halk saglidi, hijyen, hiicre sayisi, koyun sit, somatik hiicre sayisi

The Study of the Microbiological, Physico-Chemical and Organoleptic Properties of the Raw Ewe's Milk in
Diyarbakir Province
Summary: In this study, it is aimed to determine the nutrition compounds, it's quality features and the probable risks
for community health of milk samples from 100 different farms in Diyarbakir Province. The average total mesophilic
aerobic bacteria, total psychrophilic aerobic bacteria, coliform, Escherichia coli, Staphylococcus-Micrococcus
spp., lactobacillus, lactic streptococci, mould-yeast and sulfide reducing anaerobe bacteria in ewe's milk were deter-
mined as 7.83, 6.92, 4.55, 3.61, 4.50, 6.23, 7.95, 4.27 and 2.71 logo cfu/ml, respectively. The average values
of fat, non-fat dry matters, protein, lactose, quantity of mineral matters and density, freezing point and pH value
are 7.93%. 11.88%, 4.96%, 5.99%, 0.77%, 1.035, -0.615 °C and 6.55 in order. The average number of somatic cells in
ewe's milk samples was recorded as 5.77 log4, cell/ml; consistence, color&appearance, taste and smell scores are 5.0,
4.0, 5.0 and 4.5 in order (five point scala). It was concluded that the ewe's milk produced in Diyarbakir Prov-
ince constitutes an important potential in terms of industry but the hygienic quality is low. It was agreed that the sheep
breeders need to be trained on milking hygiene and storage conditions.
Key words: Ewe's milk, hygiene, public health, somatic cell count

Girig ve kegi sutline gére daha beyazimsi renkte (26) olan
koyun sitiinin kendine 6zgil olan biraz agir tadi ve
kokusu bulunmaktadir. icme siitii olarak kullanimi
sinirhdir (28). Koyun siitleri B4, By, niasin, biotin ve C
vitaminleri yoniinden inek sitlerine oranla daha zen-
gindir (26).

Koyun siitinde ortalama yag %7.4, protein %5.5,
mineral madde %1.0 ve kurumadde miktari % 19.3
dizeyindedir (17). Kazein oraninin yiksek olmasi
peynir ve yodurt Uretiminde; yad oraninin yulksek
olusu ise tereyadi Uretiminde koyun sitinun tercih

edilmesini saglamaktadir (17,28). Koyun stinln Bu calismada, ozellikle kirsal alanlarda blylk bir

dogal asitligi diger turlere nazaran daha ylksek olup
sonradan olugan asitlik yavas gelismektedir (17). Inek
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‘Bu galisma “2. Uluslararasi Hayvansal Gidalar Kongresinde”
poster olarak sunulmustur.

Bu calisma Veteriner-16.001 kodlu Tez Projesinden 6zetlenmis-
tir.

ekonomik deger olan koyunculugun en énemli giktila-
rindan olan koyun sitiiniin kalite 6zellikleri incelen-
mistir. Diyarbakirda koyunculuk yapan 100 farkh
isletmenin sitlerinin mikrobiyolojik &zellikleri ve so-
matik hiicre sayilari (SHS) incelenerek sutlerin hijye-
nik durumu ve muhtemel saglik risklerinin arastiriima-
sI amagclanmistir. Fiziko-kimyasal 6zelliklerin incelen-
mesiyle sitin bilesimi, besleyici degeri ve endistride
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kullaniima agisindan kalite durumunun belirlenmesi
hedeflenmistir. Organoleptik 6zelliklerin incelenmesi
ise tuketicinin koyun sutine yaklagimini ortaya koy-
mak amaciyla gergeklegtiriimistir.

Gereg ve Yontem

Bu galismada analiz edilen ¢i§ koyun sutleri Diyarba-
kirda koyunculugun yiksek oranda yapildigi Karaca-
dag yoresindeki isletmelerden temin edilmistir. Mater-
yal olarak kullanilan 100 (yliz) adet ¢i§g koyun siti
farkh koyunculuk igletmelerinin aksam ve sabah sut-
lerini birlikte igceren sit tanklarindan veya st muhafa-
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lestirilmistir. Mikrobiyolojik analizler igin aseptik kosul-
larda alinan 1 ml koyun situ igerisinde 9 ml steril
fizyolojik tuzlu su (%0.85 NaCl) bulunan steril deney
tiplerine eklenerek 1:10’luk ardisik dilisyonlari yapil-
mistir. Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan besiyerleri
ve inkibasyon kosullari Tablo 1’'de gosterilmistir.
Analizi yapilacak mikroorganizmalar igin uygun besi-
yerlerine yayma ve ddékme plak yontemi ile ekimler
gergeklestiriimistir. inkiibasyon sonunda tabloda be-
lirtilen Uretici firmalar tarafindan besiyerleri igin belirti-
len tipik koloniler sayiimistir (Tablo 1).

Koyun sutlerinin yag, yagsiz kuru madde (YKM), pro-

Tablo 1. Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan besiyerleri ve inkubasyon kosullari

Mikroorganizma Besiyeri

Inkiibasyon kosullan

TMAB

TPAB
Koliform

E. coli sayimi

Staphylococcus-Micrococcus spp.
Laktobasil

Laktik streptokok

Kiif-maya

SRAB

PCA (Merck 1.05463)
PCA (Merck 1.05463)
VRB (Merck 1.01406)
TBX Medium (Oxoid CM945)

BPA (Merck 1.05406)
MRSA (Merck 1.010660)
M17 Agar (Merck 1.15108)
PDA (Merck 1.010130)
SPSA (Merck 1.10235)

37 °C’'de 24-48 saat
4 °C’de 7 giin

37 °C’de 24 saat

30 °C’de 4 saat ve
44 °C’de 18 saat

37 °C’'de 24 saat
37°C’de 48-72 saat
37 °C’'de 24 saat
22-25 °C’de 4-5 gilin
37 °C’de 24-48

za kaplarindan alinmigtir. Her bir isletmeden tek bir
ornek alinmigtir. Sitler en az 300 ml olacak sekilde
steril numune alma posetlerinde ve soguk muhafaza
altinda (+4°C) laboratuvara getirilerek geciktiriimeksi-
zin analizleri yapilmistir. Koyun situ o6rneklerinde
mikrobiyolojik analizler, fiziko-kimyasal analizler, so-

tein, laktoz ve mineral madde miktar! ile donma nok-
tasi 6lgclimleri Funke Gerber Lactostar 3510 st analiz
cihazi (Almanya), pH degerlerinin 6lgiimi inolab
WTW730 laboratuar tipi pH metre ve SHS Milkana
Somatic Scan cihazi ile Uretici firmanin élglim prose-
diriine uygun olarak élgilmdistir.

Tablo 2. Koyun siiti érneklerinde saptanan minimum, maksimum ve ortalama mikroorganizma sayisi (logo kob/ml) ile konta-

minasyon diizeyi (n: 100)

Mikroorganizma tiirii Pozitif 6rnek

Mikroorganizma sayisi

orani (yiizde) Min Maks Ortalama*Std
Sapma

TMAB 100 3.30 10.58 7.83+1.39
TPAB 75 1.00 9.74 6.92+1.70
Koliform 91 1.78 6.72 4.55+1.33
E. coli 75 1.00 6.91 3.61£1.18
Staphylococcus-Micrococcus 80 2.00 7.08 4.50+1.36
spp-

Laktobasil 67 1.48 10.00 6.23+1.21
Laktik streptokok 71 448 10.00 7.95+1.24
Kiif-maya 56 2.00 7.32 4.27+1.67
SRAB 20 2.00 5.30 2.71+0.70

matik hiicre sayisi (SHS) ve organoleptik analizler
gerceklestirilmigtir.

Koyun siitli érneklerinde toplam mezofilik aerob bak-
teri (TMAB), toplam psikrofilik aerob bakteri (TPAB),
koliform bakteri, E. coli, Staphylococcus-Micrococcus
spp., laktobasil, laktik streptokok, kuf-maya ile sulfit
rediikte eden anaerob bakteri (SRAB) sayilarinin
saptanmasi amaciyla mikrobiyolojik analizler gercek-
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Koyun sutlerinin organoleptik 6zellikleri kivam, gori-
nim-renk, tat ve koku yoniinden incelenmigtir. Egi-
timli yedi panelistten olusturulan panellerde 5’li puan-
lama sistemi ile degerlendirme yapilmistir. Sitler ¢ig
olarak kivam, gériinim-renk ve koku yéniinden; kay-
natildiktan (2 dk) sonra ise tat yoniinden incelenmis-
tir.
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Tablo 3. Koyun situ érneklerinin fiziko-kimyasal 6zellikleri

Aydin VURAL

Ozellik tiirii Koyun siitiiniin bilesenleri ve ozellikleri
Min. Maks. Ortalama*Std Sapma

Yag (%) 442 15.93 7.93+2.01
Yagsiz kuru madde (%) 9.49 16.29 11.88+0.99
Protein (%) 3.66 7.11 4.96+0.90
Laktoz (%) 3.47 8.92 5.99+1.24
Mineral madde (%) 0.51 1.17 0.77+0.15
Yogunluk 1.026 1.077 1.035+0.007
Donma noktasi (°C) -0.521 -0.763 -0.615+0.040

pH 6.30 6.90 6.55+0.12

Tablo 4. Koyun sitl 6rneklerinde SHS sonuglari (logo hiicre/ml) ve SHS dagilimi

Pozitif SHS sonuglari (log1o hiicre/ml) SHS dagilimi (6rnek sayisi ve yiizdesi)

6rnek Min. Maks. Ortalamat 90-250x10°  250-500x10° 500-1000x10°  >1000x10°
(yuzdesi) Std Sapma

38(%38) 497 7.18 5.77+0.37 29 (%29) 7 (%7) 1(%1) 1(%1)
Tablo 5. Koyun siitu 6rneklerinde organoleptik puanlama sonuglari (n:100)

Kivam Goriiniim-Renk Tat Koku

Cok iyi-5 puan 51 49 53 50

lyi-4 puan 32 42 38 35

Az kusurlu-3 puan 17 9 9 15
Kusurlu-2 puan - - - -
Tlketilemez-1 puan - - - -

%25’lik dilim 4 4 4 4

%75’lik dilim 5 5 5 5
Medyan 5 4 5 4.5
Bulgular 3.40 logo kob/ml; fekal koliform bakteri sayisini ise

Bu galismada koyun suti 6rneklerinde mikrobiyolojik,
fiziko-kimyasal ve organoleptik kalite parametreleri ile
SHS incelenmistir. Analiz edilen koyun sutu 6rnekleri-
nin mikrobiyolojik analiz sonuglar Tablo 2'de; fiziko-
kimyasal analiz sonuglari Tablo 3'te, somatik hucre
sayllari ve dagihmi Tablo 4’te ve organoleptik analiz
bulgulari ise Tablo 5’te verilmigtir. Organoleptik ana-
lizlerin yorumlanmasinda 5 puan ¢ok iyi, 4 puan iyi, 3
puan az kusurlu, 2 puan kusurlu ve 1 puan tiketilmez
(kabul edilemez) olarak kullaniimistir.

Tartisma ve Sonug

Koyun sutlerindeki TMAB sayisi Merlin Junior ve ark.
(16) tarafindan 16x10° kob/ml olarak bulunmustur.
Sevi ve ark. (22) TMAB sayisinin laktasyon yilina
gore farklihk gosterebildigini, 1., 2. ve 3. laktasyonda
sirasiyla 5.29, 4.99 ve 4.83 log1 kob/ml diizeylerinde
oldugunu saptamigtir. Talevski ve ark. (24) ise Make-
donya’da ug farkh sit toplama bdlgesindeki ortalama
TMAB sayisini 1.5x10” kob/ml olarak bildirmistir. Ko-
yun siitlerindeki TPAB sayisi 5.8x10° kob/ml (16) ile
4.83-517 log1o kob/ml (22) dlzeylerinde tespit edil-
migstir. Sevi ve ark. (22) 1., 2. ve 3. laktasyonda sira-
siyla koyun sutlerinde koliform sayisini 3.81, 3.57 ve

1.28, 1.12 ve 0.94 logso kob/ml olarak saptamistir.
Talevski ve ark. (242 sit toplama bdlgelerindeki koli-
form sayisini 7.2x10° kob/ml olarak bildirmigtir. Brezil-
ya’'da yapilan bir calismada koyun sttlerinde koliform
ve E. coli kontaminasyon oranlari ise sirasi ile %100
ve %45 olarak bulunmustur (16). Sanjuan ve ark. (21)
koyun siitlerindeki laktobasil sayisini 3.68 logqo kob/
ml; Kondyli ve ark. (13) ise boutsiko irki koyunlarda
5.04-5.87 logip kob/ml, karamaniko irki koyunlarda
5.06-55 logyy kob/ml olarak tespit etmistir. Koyun
sttlerinde laktokok sayisi ise 5.26 logo kob/ml olarak
bulunmustur (21). Koyun sutlerinde kif-maya sayisi
boutsiko irki koyunlarda 2.59-3.09 log+o kob/ml, kara-
maniko irki koyunlarda 2.57-3.18 logso kob/ml olarak
bildirilmistir. Merlin Junior ve ark. (16) inceledikleri
koyun sutlerinin tamaminda S. aureus kontaminasyo-
nu bildirmistir. Bu ¢calismada saptanan bakteri sayilari
Talevski ve ark.’nin (24) buldugu koliform sayisi ile
Merlin Junior ve ark. (16) bildirdikleri S. aureus konta-
minasyon duzeyleri haricinde diger arastirma sonug-
larindan daha yuksektir. Arastirma materyalimizi tank
sutlerinin olugturmasi buldugumuz yilksek kontami-
nasyon dulzeylerinin nedeni olarak goérilmektedir.
Tank sutleri farkli hayvanlarin sitlerinden olustugun-
dan memeden elde edilen sitlerden daha fazla bak-
teri yUku icerdikleri distnulmektedir. Sagim hijyeni;
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sagimda kullanilan alet, ekipman ve/veya sutin ko-
nuldugu kaplarin hijyenik durumu, memenin dis ylze-
yinin kirlilik durumu, sagim sonrasi ile sttin muhafa-
zaya alinmasi arasinda gegen sure, sutlerin tasinma
kosullari, sitlerin muhafaza edildigi sicaklik derecele-
ri, sute koruyucu bir maddenin konulup konulmamasi,
sagllan hayvanlarin saglik durumu, hayvanlarin mas-
titisli (6zellikle subklinik ve kronik mastitislerde) olup
olmadiklari, sagim zamani, mevsim ve lokasyon bak-
teri yikinin fazla olmasi arastirma sonugclari arasin-
daki farkliklarin nedeni olarak dislnilmektedir.

Koyun sutlindeki yad oranini Ocak ve ark. (18) %4,
Kondyli ve ark. (13) %6.76-7.71, Bencini ve Purvis (4)
%8.48 olarak bildirilmistir. Bizim sonuglarimiz Simos
ve ark. (23) tarafindan bildirilen ortalama deger (%
7.85) ile uyumludur. Bu ¢alismada analiz edilen sutler
koyunlarin laktasyon sonu dénemlerine aittir. Karaca
ve ark. (11) sit veriminin laktasyon déneminin sonla-
rinda azalmasinin yiksek yag oranina neden oldugu-
nu bildirmistir. Yilmaz ve ark. (30) akkaraman irki
koyunlarda YKM miktarini %9.8, Ocak ve ark. (18)
norduz irki koyunlarda YKM miktarini %10.6, Akga ve
Bakir (1) ise zom irki koyunlarda YKM miktarini %
12.4 olarak bildirmistir. Bizim sonuglarimiz Akga ve
Bakir'in (1) bildirdigi degerlerden disik iken diger iki
arastirmacinin sonuglarindan daha yiksektir. Celik
ve Ozdemirin (7) Morkaraman irki koyunlarda bildir-
digi %11.41 ile Karaca ve ark.'in (11) Karakas koyun-
larinda buldugu %11.66 degerler ise sonuglarimiz ile
benzerlik goéstermektedir. Koyun sutindeki protein
oranini Casoli ve ark. (6) %4.7, Bencini ve Purvis (4)
ise %4.8 olarak bulmustur. Bizim g¢alismamizdaki
ortalama protein orani bu ¢alismalardan daha yuksek
iken diger arastirmacilarin buldugu degerlerden ise
(%5.2-7.4) daha dusuktir (9,18,29,30). Koyun sitle-
rinde protein miktarinin nispeten disik bulunmasi
meraya dayali beslenme yapilmasi ve meralarin zayif
olmasi ile iliskilendiriimektedir. Koyun sitlerinde bulu-
nan laktoz miktarlari %4.28 (12) ile %6.8 (1) arasinda
degismektedir. Bizim ¢alismamizda bulunan ortalama
laktoz degerleri de bu aralikta (%5.99) olmasina rag-
men nispeten bircok c¢alismadan daha yuksektir
(3,7,9,29,30). Laktoz miktarinin ylksek olmasi me-
menin sekretuar epitel hiicrelerinin sentez kapasitesi-
nin iyi calistigini ve subklinik mastitis olmadiginin
gOstergesi olarak yorumlanmaktadir. Koyun sdtlerin-
de yaplilan gesitli arastirmalarda gogunlukla kiil mikta-
ri 6lguimleri yapilmistir ve kil miktarinin %0.81 ile %1
arasinda bulundugu gorulmektedir (9,11,25,27,30).
Koyun sitl bilesimi agisindan yiiksek besleyici dege-
re sahip ve kaliteli sit drlnleri Uretimine uygun bir
suttdr. Ancak yapilan bir¢cok arastirmada koyun sutle-
rinin bilesimlerinde  farkliliklar  goérilmektedir
(1,4,6,9,18,30). Bu farkhlklarin koyun irki, cografya,
beslenme, mevsim, laktasyon dénemi, sagim zamani
ve analiz yontemlerinden kaynaklanmasi muhtemel-
dir.

Bu calismada incelenen koyun sitlerinde ortalama
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yogunluk 1.035 olarak bulunmustur. Bu sonuglar Ak-
¢a ve Bakir'in (1) Zom irki koyunlari igin buldugu or-
talama degerlerden (1.039) daha dusuktir. Sutlin
bilesenleri sitin yodunlugunu etkilemektedir. Yiksek
yag orani yogunlugun dusuk olmasina neden olur-
ken, yagsiz kuru madde oraninin artmasi yogunlugu
da artirmaktadir. Analiz edilen koyun sutlerindeki
ortalama donma noktasi -0.615 °C olarak bulun-
mustur. Koyun sitiindeki donma noktasi Konar (12)
tarafindan yapilan bir ¢alismada -0.56 °C olarak bild-
irilmistir.  S0tin su disindaki bilesenleri arttikga
donma noktasi dusmektedir. Laktasyon déneminin
sonundaki sltlerde kuru madde miktarinin artmasina
bagl olarak da donma noktasi dusmektedir. Analiz
edilen koyun sutl 6érneklerinde ortalama pH degeri
6.55 olarak saptanmigtir. Kondyli ve ark. (13)
Boutsiko ve Karamaniko irki koyun sutlerinde bahar
ve yaz aylarinda pH degerlerini 6.75-6.82 arasinda
bulmustur. Sutin tazelidi, sutteki mikroorganizma
miktari veya memedeki mastitis durumu satin pH
degeri Uzerine etkilidir. Dusuk pH degeri sitin kotu
hijyenik kalitede oldugunu veya uygun olmayan mu-
hafaza kosullarinda tutuldugunu gostermektedir.

Memede subklinik mastitis oldugunu saptamak icin
sinir SHS birgok calismada farkliliklar géstermekte-
dir. Arastirmacilar SHS igin sinir deger olarak
250.000 hiicre/ml (2,8) ile 500.000 hiicre/ml arasinda
degerler bildirmistir (5). Berthelot ve ark. (5) subklinik
mastitis oldugunu sdylemek igin memedeki SHS'nin
1.000.000 hucre/ml tzerinde olmasi gerektigini bildi-
rilmigtir. Antunac ve ark. (2) travnik irki koyunlarda
laktasyonun basinda SHS’nin en ylksek degerde
oldugunu (1.57x10%ml); laktasyon sonunda ise en
dusiik SHS’nin (0.26x10%/ml) ve en diisiik gunliik siit
veriminin tespit edildigini bildirmistir. Leitner ve ark.
(15) koyun siitlerinde yaptiklari calismalarinda enfek-
te olmayan memelerdeki SHS'’yi fossomatik cihazi ile
ortalama 5.15 log4 ve enfekte memelerde ise ortala-
ma 6.32 log olarak tespit etmiglerdir. Koyunlarda tank
sutindeki SHS ile ilgili cahismalar ise daha azdir.
Arastirmalar koyun tank sutlerinde ortalama SHS
sayisinin 400.000-500.000 ile 1.000.000-1.200.000
hicre/ml arasinda degistigini géstermektedir (14). Bu
calismada saptanan ortalama SHS 5.77 log+o hlcre/
ml dizeyindedir. Bizim buldugumuz degerler Lagrif-
foul ve ark. (14) ile Leitner ve ark.’nin (15) bildirdigi
degerlerle uyumlu iken, Paape ve ark. (19) tarafindan
bildirilen sonuglardan ise daha yiiksektir. Bu galisma-
da SHS sonuglar koyunlarda subklinik mastitis igin
bildirilen degerlerin altinda iken TMAB, TPAB, koli-
form, E. coli ve Staphylococcus-Micrococcus spp.
gibi bakteri sayilar nispeten yuksek dizeydedir. So-
matik hicre sayisi sinir degerin altinda olmasina
ragmen sitte bakteri varhiginin yiksekliginin muhte-
mel enfeksiyonun ilk asamalarindan veya daha 6nce
meydana gelen enfeksiyonlardan kaynaklanmig ola-
bilecegi bildirilmistir (10). Bu durum sagim sirasinda
veya sonrasindaki kontaminasyonlardan da kaynak-
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lanmis olabilir. Diger taraftan bizim ¢alismamizda st
ornekleri aksam ve sabah sitlerinin bulundugu tank-
lardan alinmistir. Somatik hiicre sayisi yiksek olsa
bile st icerisinde dilisyona ugramig ve dolayisiyla
dUsuk sayida saptanmis olmasi muhtemeldir. Mastitis
problemi ¢ok yogun ve SHS c¢ok yliksek diizeyde ise
tank sutleri bizim icin énemli bir uyarici olabilir. Ko-
yunlarda SHS gergek anlamda mastitis ile iliskilendir-
mek i¢in her hayvandan ve her bir meme lobundan
Olcim yapilmasi daha dogrudur. Kullanilan analiz
yéntemi, kullanilan cihazlarin koyunlar i¢in 6lcime
ayarlanmasi, kalibrasyon durumu, slte koruyucu
katilp katilmamasi, sttiin muhafaza sicakhgi ve ana-
liz sicakligi da SHS degerlerini etkilemektedir (20).

Bu galismada analiz edilen koyun sitl 6rneklerinin
organoleptik &zelliklerinin medyan degerleri kivam,
g6runim-renk, tat ve koku igin sirasiyla 5, 4, 5 ve 4.5
olarak bulunmustur. Bu sonuglara gére kivam ve tat
acisindan koyun siitlerinin panelistler tarafindan gok
iyi olarak, goérinim-renk agisindan ise iyi olarak de-
gerlendirildigi gérilmektedir. Koku agisindan sonuglar
ise iyi ve ¢ok iyi araligindadir. incelenen koyun siitle-
rinin kivam, goranim-renk, tat ve koku igin sirasiyla
%83, %91, %91 ve %85'i kabul edilebilir degerlerin
Uzerinde puan ile degerlendirilmigtir. Dusuk hijyenik
kalite, agil kosullarinin kéti olmasi, uygun olmayan
sartlarda muhafaza, panelistlerin tiiketim aliskanlikla-
ri ve egitim durumlari da organoleptik sonuglar tzeri-
ne etki etmis olabilir.

Koyun siti, inek sdtiinden sonra en fazla tiketilen
sut olarak 6zel damak tadina sahip tlketici kitlesi
tarafindan 6zellikle tercih edilmektedir. Ylksek kuru
madde icerigine sahip koyun sutiinin besin degeri ve
sut Urlnlerine islenme potansiyeli de yiksektir. Ko-
yun sitiinden genellikle ylksek randimana sahip,
lezzeti ve tekstlrd begenilen yogurt ve peynir gibi
urlinler uretilmektedir. Koyun sutu ile ilgili gerek mik-
robiyolojik ve gerekse SHS ydninden mevzuatta
dizenlemeler yapilmasina ihtiya¢g oldugu sonucuna
variimigtir. Bu ¢alismada ¢ig koyun sitlerinin hijyenik
kalitesinin oldukca disuk oldugu goértlmuistir. Yiksek
mikroorganizma yiikiine sahip bu sdtlerin halk saghgi
acisindan risk tegkil edebilecegi disunilmektedir.
Meme, altlik, agil, sagim ve ekipman hijyeni ile sttle-
rin muhafaza kosullarinda eksiklikler oldugu kanaati-
ne variimistir. Koyun sutiinin besleyici degeri ve
bilesimi konusunda toplumun bilgilendiriimesi, koyun
suttiniin ekonomik bir getiri olan koyun sitiine yénelik
sektér yapilanmasinin artirilmasi, hijyenik sagim yén-
temleri ile stiin muhafazasi konularinda yetigtiricile-
rin egitiimesi ve sagim sonrasi tim asamalarda so-
guk zincirin korunmasi gerektigi sonucuna variimistir.
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Ozet: Siit verimi kegi yetistiriciliginde bliyiik &neme sahiptir. Siitiin iceriginde bulunan kalsiyum insan saghgi icin 6nem-
lidir. Kalsiyum hiicre membran gegirgenlidi, hormonlarin salinimi, enzim aktivitesi gibi birgok fizyolojik olayda gorev
almaktadir. Metabolizma bakimindan degerlendirildiginde laktasyon doneminde sut verimine bagh olarak kalsiyum
ihtiyaci artmaktadir. Kalsiyum dulizeyi ise 6nemli oranda Kalsiyuma Duyarli Reseptor (CaSR) geni araciligiyla dizenlen-
mektedir. Bu galismada laktasyondaki Damascus kegilerinde CaSR geni ekspresyon seviyesi ile kan kalsiyum seviyesi
Olgulerek laktasyon ile aralarindaki iligki arastiriimistir. CaSR geni ekspresyon seviyesi RT-qPCR ile dlgilirken plazma
kalsiyum seviyesi mikroplazma atomik emisyon spektrofotometresi (MP- AES) ile dlgllmustir. Laktasyonun 1. ayina
gore 3., 5. ve 7. aylarinda CaSR genine ait ekspresyon seviyesinin 6nemli derecede azaldidi tespit edilmistir. Laktasyo-
nun 1. ve 3. aylarina goére diger aylarda kalsiyum seviyelerinde 6nemli derecede azalma tespit edilmistir. Plazma kalsi-
yum miktarindaki azalma CaSR geninin ekspresyon seviyesindeki azalma ile uyumlu oldugdu tespit edilmistir. BOylece
laktasyon ile kaybolan kalsiyumun plazmadaki dislisini engellemek igin metabolizmanin koruma refleksi olusturarak
CaSR ekspresyonunu azalttigi gérilmustir. Yapilan bu galismayla laktasyon dénemindeki kegilerde siit ile birlikte orta-
ya ¢ikan kalsiyum kaybinin kandaki regiilasyonunu CaSR geni ile saglandigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: CaSR, Damascus, gen ekspresyonu, laktasyon

Determination of Leucocyte CaSR Gene Expression Level and Plasma Calcium Level in Lactated Goats
Summary: Milk efficiency has a big importance in goat breeding. Calcium exist in milk’s ingredient is significant for
human health. Calcium takes part in many physological processes such as cell membrane permeability, oscillation of
hormones, enzyme activity. The need for calcium also rises according to milk efficiency in lactation period for metabo-
lism. Calcium is primarily organized by means of the Calcium Sensitive Receptor (CaSR) gene. In this study the rela-
tionship between the lactation and expression level of CaSR gene eith blood calcium level were evaluated in lactating
Damascus goats. While CaSR expression gene was measured with RT-gPCR, plasma calcium level was measured
with micro plasm atomic emission spectrophotometer (MP-AES). An important level of decline in calcium levels was
found in the other months except for 1st and 3rd months. It has been found that the decline in the level of plasm calci-
um quantity was coherent with the decline of the expression level of CaSR. By this way it has been observed that me-
tabolism lessens the CaSR expression by forming a protection reflex in order to prevent the falling of calcium lost with
lactation. In this study, it has been found that regulation of calcium loss in blood which appears with milk of goats in
lactation period is provided with CaSR gene.

Key words: CaSR, Damascus, gene expression, lactation

Giris tasyonun ilk zamanlarinda st verimi oldukc¢a yuksek-

Giinimiizde ke yetistiriciligi genellikle sit intiyacini L /\ncak laktasyonun ilerleyen donemlerinde bu egri

kargilamak amaciyla yapilmaktadir. Turkiye'de Suriye
sinir boyundaki illerde (Hatay, Kilis, Gaziantep ve
Sanlurfa) genellikle siut¢l verim 6zelligine sahip Da-
mascus kegisi yetistiriimektedir (10). Damascus kegi-
leri, genellikle yilda 1 defa dogum yaparlar ve laktas-
yon sireleri 7- 8 ay arasinda degisim g0sterir. Lak-
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azalir ve sifira kadar duger (27).

Kegi sutlinln igeriginde laktoz, protein, yag ve mine-
ral madde gibi birgcok besleyici unsurlar bulunmakta-
dir. Mineral maddelerden kalsiyum metabolizmada
oldukga énemli bir role sahiptir (6). Insan saghg agi-
sindan da oldukga énemli olan kegi suti icerigindeki
kalsiyum ile birlikte neonatal donemde iskelet sistemi
icin gerekli olan tim besin maddelerini igermektedir
(14,20). Kandaki kalsiyum miktari metabolizmada
ozellikle de laktasyon gibi metabolik olaylar icinde
blyuk bir yere sahiptir (6).
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Kalsiyum; kas kasilmasi, kanin pihtilagmasi, sinirsel
uyarim ile hormonlarin salinmasi, enzim aktivitesi ile
hicre membranlarinin gegirgenligi gibi vucutta birgok
biyolojik mekanizmada gorev almaktadir (24). Vicut-
ta kalsiyum dengesi paratiroid hormon, kalsitonin ve
vitamin D tarafindan saglanmaktadir. Ozellikle laktas-
yon doéneminde salgilanan sitten dolayl kalsiyum
ihtiyaci artmaktadir. Zira gunlik sekrete edilen sut
icerisinde 300 ile 400 mg arasinda kalsiyum bulun-
maktadir (14,20).

Kalsiyuma duyarli reseptor (CaSR); kalsiyumun ekst-
rasellller sivilardaki degisimine bagh olarak, kalsiyu-
mun G proteinine baglanarak 7-transmemrandan
gecisini saglayan bir yuzey reseptortdir (4). CaSR
geni bu nedenle vicutta kalsiyum homeostazisini
saglayan esas faktorlerden birisidir (11). CaSR'nin en
onemli gorevi kalsiyum homeostazini dizenlemesi
olmasina ragmen, kalsiyotropik olmayan dokularda
da CaSR eksprese edilmektedir. Bu dokularda CaSR
¢ok sayida hiicresel faaliyeti diizenlemektedir (5). Bu
sebeple kan kalsiyum seviyesine CaSR geninin ne

Tablo 1. RNA konsantrasyon ve saflik miktarlari (Ort £ Ss)
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samani ile beslenmislerdir. Keciler 4m?/bas kapali ve
8m2/ba§ aclk zemin alanl agilda barindiriimiglardir.

Calisma, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onay alinarak
yuruttlmustir (Karar no:2014-07/10). Laktasyonun 1,
3, 5 ve 7. aylarinda her kegiden V. jugularis’den ED-
TA'l 5 ml kan alinmigtir. Alinan kan drneklerinin plaz-
ma ve l|6kositleri ayrilmis ve elde edilen plazma ile
I6kosit ornekleri analizler yapilana kadar —80°C'de
saklanmistir.

Gen ekspresyonu

Analizler igin - 80°C’den ¢ikarilan l6kosit hiicre peleti-
nin Uzerine 1 ml trizol ilave edilmis daha sonra I6ko-
sitlerin parcalanmasi icin 30 sn sonikasyon 30 sn
sogutma protokoliine gére 3 siklus sonikasyon uygu-
lanmistir. TRI-Reagent kit protokoliine gore (Protokol
no: T9424, Sigma- Aldrich, USA) RNA izolasyonu
yaplimis ve elde edilen RNA'nin konstantrasyon ve
saflik 6lgimu yapilmistir (Tablo 1).

Azellik Laktasyonun Laktasyonun Laktasyonun Laktasyonun
1. ayl 3. ayl 5. ayi 7. ayl
Konsantrasyon (ng/ ul) 448.28+227.76 652.62+193.12 722.29+247.43 504.80+142.83
Saflik (A260/280) 1.99 £ 0.23 1.87 £0.16 1.85+0.09 1.84 + 03

derecede etkiledigini bilmek tim sistem bakimindan
oldukga dnemlidir.

Kalsiyumun meme bezinden slte gecisi sirasinda
transport yolu kan plazmasidir (2). Laktasyonun er-
ken ya da ge¢ dénemlerinde kanda bu gecise bagl
olarak hipokalsemi sekillenebilmektedir. Ozellikle
Damascus kegisi gibi sutgi 6zelligi ile taninan irklar-
da bdyle sorunlara siklikla rastlanabilmektedir. Lak-
tasyon suresince kaybolan kalsiyumun kandaki degi-
simi ve Ozellikle laktasyon slresince kandaki kalsi-
yum seviyesindeki degisimin gen ekspresyonu ile ilgili
herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Bu c¢alismada
laktasyon dénemindeki kecilerde plazma kalsiyum
seviyesi ve buna CaSR geninin etkisi arastiriimistir.

Gereg ve Yontem

Konsantrasyon bakimindan uygun olan &rnekler
cDNA’ya donusturdlmistir. Yeterli konsantrasyona
ulagilamayan o6rneklerde tekrar izolasyon yapilarak
bu durum ortadan kaldirimigtir. cDNA sentezi igin;
total RNA’dan 5ul, oligo (dT) Primerden 1ul, 4 pl 5x
Reaction Buffer, 1 pl RiboLock RNase Inhibito, 2ul 10
mM dNTP Mix, 1 ul Revert Aid M-MuLVRT ve 6 ul
Nuclease free su ilave edilen tipler 60°C’de 42 dk,
25°C’de 5 dk, 42°C’de 60 dk ve 70°C’de 5 dk inkiibe
edilen protokoli uygulanmistir. Elde edilen cDNA
ornekleri 100 pl'ye ulasacak sekilde DEPC'li su ile
sulandirarak RT- qPCR uygulamalari igin -20°C'de
muhafaza edilmistir.

CaSR geninin ekspresyon seviyesini belirlemek igin
RPLPO (Ribosomal Protein Large Subunit P0O) house-

Tablo 2. CaSR ve RPLPO genlerinin gogaltiimasi i¢in kullanilan primer dizileri

Gen Sekans Accession no Kaynak
CaSR Forward CGAGACGCCTTACATGGATTAT ) Bu caligmada di-
Reverse TTGTAGGGCATGGGCAATAG zayn edilmistir.
Forward CAACCCTGAAGTGCTTGACAT .
RPLPO Reverse AGGCAGATGGATCAGCCA NM_001012682.1 Finot ve ark.(8)
Hayvan materyali keping gen olarak kullaniimigtir (8). Her 6rnek duplike

Arastirmanin hayvan materyalini 2. ya da 3. dogumu-
nu yapmis 10 bas Damascus irki kegi olusturmustur.
Kegiler ikiz dogum yapmis olup ¢alisma boyunca 1,2
kg/bas/gin konsantre yem ve 1 kg/bas/gin bugday
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olarak amplifiye edilmistir. Amplifikasyon igin 5pl
cDNA, 10 ul SYBR Green Master Mix (Sso Advanced
Universal SYBR Green Supermix, Bio- Rad, USA), 4
gl Primer (Forward- Reverse) ve 1 pl Nuclease free
su ile hazirlanan 20 pllik 6rnekler RT-gPCR’'da
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(Rotor Gene, Qiagen) amplifiye edilmiglerdir. RT-
gPCR protokolii; 10 dk 95°C’de, 15 sn 95°C’de, 60 sn
60°C’de (40 siklus) ve 30 sn 72°C olarak ayarlanmis-
tir.

CaSR geninin primer dizisi Primer3 Input (Version
0.4.0) programinda proje ekibi tarafindan tasarlanmig
NCBI, ENSEMBL ve BLAST kontrolleri yapilarak sa-
dece ilgili bélgeyi cogalttiklar teyit edilmistir. Kullani-
lan primer dizileri Tablo 2’de verilmigtir.

Plazma kalsiyum 6l¢iimii

Plazma kalsiyum seviyesini belirlemek i¢in; 0.5 ml
plazma o&rneklerinin Gzerine 10 ml Nitrik Asit ilave
edilerek 6 saat sureyle kapali devre yas yakma uygu-
lanmistir. Geri sogutucu ile toplanan nitrik asitten
sonra érneklerin tzerine 10 ml ultra saf su ilave edile-
rek sogumaya birakilmigtir. Soguyan drnekler 1 nu-
mara Watmann filtresinden gegirilerek 50 ml'lik falkon
tiplere alinmistir. Falkon tiplerdeki érnekler 25 mi
hacme ulasana kadar ultra saf su ile tamamlanmistir.
iigili &rneklerde kalsiyum &lgiimii igin MP- AES
(AgilentTech, USA) cihazindan yararlaniimistir. Cihaz
calisma kosullari; alkonma suresi 30 sn, durulama
suresi 15 sn, sabitleme suresi 25 sn, pompa hizi 15
rpm, dalga boyu 393 nm, nebulizer basinci 120 kPa
olarak ayarlanmigtir.

Istatistiksel analiz

istatistik analizlerde IBM SPSS 20 (SPSS Inc. ABD)
paket program kullanilmigtir. Plazma kalsiyum degeri
icin laktasyon aylarina gore degisimin istatistik 6nem
kontrolii Friedman testi ile belirlenmistir. Ikili gruplar
(laktasyonun 1. ayi- 3. ayi; laktasyonun 1. ayi- 5. ayi;
laktasyonun 1. ayi- 7. ayi) arasindaki farkhhgin karsi-
lastirmasi Wilcoxon testi ile yapilmistir. Gen ekspres-
yonu verileri 2”2 Ct (19) yéntemine gére degerlendiri-
lerek Fold Change ve Fold Regulation olarak veril-
migtir.

Bulgular

Laktasyon boyunca (1., 3., 5. ve 7. aylarda) alinan
plazma 6rneklerinin kalsiyum seviyesi Tablo 3’ de
verilmigtir.

Akin YAKAN

1. ayi kontrol olarak kabul edildigi zaman diger aylar-
da CaSR geninin ekspresyon seviyesinde o6nemli

dizeyde down-regilasyon oldugu belirlenmistir
(P<0.05).

2

*: P<0,05

=
2
5
=
g
=
=
=

Laktasyon Dénemi

Sekil 1. Laktasyon donemindeki CaSR geninin ekspresyon
seviyesi (Fold Regulation)

1.0 ¢

*: P<0,05

Fold Change

0.5

Laktasyon dénemi

Sekil 2. CaSR geninin laktasyon dénemindeki ekspresyon
seviyesi (Fold Change)

Tartisma ve Sonug

Kegi suti iceriginde mineral maddeler (Ca, Mg, P vs.)
basta olmak Uzere besleyici bircok unsur bulunmak-
tadir (6). Bu nedenle de iskelet gelisimi icin gerekli
olan tum kalsiyumu icermektedir. Sitteki kalsiyum
orani %13 olup laktasyon siresince bu oran degis-
kenlik gostermektedir. Zira sutle atilan kalsiyumun,
CaSR gen regiilasyon mekanizmalari ile kompanse
edilmeye calisildigi distnilmektedir.

Tablo 3. Damascus kegilerinde laktasyon déneminde plazma kalsiyum diizeyleri [Ortanca (YUzdelik dilim %25-75) (n=10)]

R Laktasyonun Laktasyonun Laktasyonun Laktasyonun _
Ozellik 1. ayi 3. ayl 5. ayl 7. ayl P degeri
Plazma Kalsiyum sevi- 9.63° 9.572 8.64° 8.32° 0.021
yesi (mg/dl) (8.49-10.07) (8.58-10.73) (8.09-9.31) (7.32-8.81) )

b Ayni satirda farkli harfleri tasiyan gruplar birbirinden farkiidir (P<0.05).

Plazma kalsiyum seviyesi bakimindan laktasyonun 1.
ve 3. ayina gore diger aylarda anlaml bir azalma
tespit edilmigtir (P<0.05).

RT- gPCR da analizleri gergeklestiriien CaSR genine
ait ekspresyon seviyesi Fold Change ve Fold Regula-
tion olarak gosterilmistir (Sekil 1 ve 2). Laktasyonun

Kecilerde gebelik déneminde kalsiyum ihtiyaci glinde
10.5 g iken laktasyon déneminde bu miktar 30 g'a
kadar yukselmektedir (15). Dogumla birlikte laktasyo-
nun baslamasiyla da kalsiyum ihtiyaci artmaktadir.
Her litre sit ile 1-1.5 g kalsiyum atilmaktadir (1). Do-
gum sonrasi erken dénemde kalsiyum mobilizasyo-
nundaki yetersizlik, ruminantlar igin dnemli bir sorun
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teskil etmektedir. Bu kritik stire boyunca kana kalsi-
yum saglamak i¢in kemikten kalsiyum mobilizasyonu-
nun arttigi yapilan caligmalar ile kanitanmistir
(17,18). Yapilan gesitli calismalar ile, laktasyon done-
mindeki kegilerin sitle birlikte surekli kalsiyum kay-
bettiklerini bildirmiglerdir (3,9). Liesegang ve ark.
(16), laktasyon dénemindeki Saanen kegileri ile yap-
tiklari galismada sutteki total kalsiyum miktarini lak-
tasyonun 1., 2., 3. ve 4. aylarda sirasiyla 8.1; 4.8;
4.0 ve 3.8 (g/gun) olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismala-
rin tamaminda sutle eksrete edilen kalsiyumun gene-
tik regllasyonu hakkinda bir fikir bulunmamaktadir.
Ancak CaSR geninin viicutta kalsiyum homeostazin-
da primer etkili gen olmasi sebebi ile laktasyondaki
kalsiyum kaybini diizenledigi disunulmektedir. Yakan
ve ark. (28), laktasyondaki Damascus kegilerinde
yaptiklari calismada laktasyonun 1., 3., 5. ve 7. ayla-
rinda sit kalsiyum seviyesini sirasiyla 1156, 594, 485
ve 629 pg/lt olarak bildirmiglerdir. Bu galismada lak-
tasyon suresince tespit edilen kan kalsiyum seviye-
sindeki azalma (laktasyonun 1., 3., 5. ve 7. aylarinda
sirasiyla 9.63; 9.57; 8.64 ve 8.32 mg/dl), Yakan ve
ark. (28)'nin laktasyonun 5. ve 7. aylarinda belirttikleri
sut kalsiyum seviyesindeki azalma ile uyum goster-
mektedir. Laktasyonun 3. ayinda 1. aya gore sitte
kalsiyum seviyesi 6nemli dizeyde (1156 pg/ltden
594 ug/it'ye) azalir iken benzer bir etki kanda olma-
mistir (9.63 mg/dl'ye karsi 9.57 mg/dl). Bu durum
sutle ekstrete olan kalsiyumun kan tablosunda bir
muddet reglle olabildigini ancak laktasyon ile meyda-
na gelen kalsiyum kaybinin devam etmesi halinde
(laktasyonun 5. ve 7. ayi) benzer tablonun kana da
yansidigini gostermistir.

Yapilan galigmalarda (23, 26) laktasyon déneminde
Ozellikle kalsiyum depolarinda azalma meydana gele-
ceginden diyetle kalsiyum alinmasi 6nerilmektedir.
Laktasyondan sonra kemik yogunlugundaki kazancin
yine yemle alinacak kalsiyum ile artacadi dusinul-
mektedir. Thomas ve Weisman (26) yaptiklar ¢alig-
mada, maternal kalsiyum depolari tikendigi takdirde,
kemik sagligi Uzerinde olumsuz etkilerini belirterek
gebelik ve laktasyon sirasinda 6zellikle énemli oldu-
gunu vurgulamiglardir. Ntailianas ve Whitney (23),
yapmis olduklari ¢calismada st ile atilan kalsiyumun
laktasyon sonrasinda tekrar vicutta biriktigini bildir-
miglerdir. Laktasyon suresince azalan kalsiyum re-
zervlerinin CaSR ile korunmaya c¢ahsildigr disunil-
mektedir. Yapilan bu galismada laktasyonun 1. ayina
gore laktasyonun 3, 5 ve 7. aylarinda CaSR geni
Onemli seviyede down-regile olmustur (P<0.05).
Bdylece kalsiyum mobilizasyonunu azaltarak rezerv-
ler korunmaya calisiimistir. Bagka bir ifade ile, laktas-
yon ile meydana gelen kalsiyum kaybinin CaSR geni-
nin homeostaz yetenegi ile diizenlenmeye c¢aligildigdi
ortaya konulmustur.

Kohler ve ark. (13), tarafindan yapilan bir ¢alismada,
laktasyondaki kecilerde serum kalsiyum miktar 6lgil-
ms, laktasyonun ilerlemesiyle birlikte kalsiyum sevi-
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yesinin azaldigi bildirilmistir. Bu bulgular mevcut ca-
lismaya ait bulgular ile uyumludur. Samardzija ve ark.
(25), puerperium dénemdeki Boer kecilerinde yaptik-
lan ¢alismada serum kalsiyum miktarinin 2.29- 2.39
(mmol/L) olarak bildirmisler ve laktasyonun ilk 40
glninde plazma kalsiyum seviyesi takip edilmis ve
laktasyon ile birlikte sabit bir seviye tespit edilmistir.
Bu bulgular mevcut g¢alismanin bulgular ile uyum
gOstermektedir. Zira bu galismada da plazma kalsi-
yum seviyesinde laktasyonun 1 ve 3. aylarinda ben-
zer olarak anlamli bir azalma gérilmemis ve sabit
kalmigtir.

Farkli keci irklarinda yapilan calismalarda serum
kalsiyum seviyeleri 2.11-2.90 (mmol/It) olarak bildiril-
mistir (7,12). Mbassa ve Poulsen (21), laktasyon do-
neminde bulunan Danimarka keci irkinda yaptiklari
calismada serum Kkalsiyum seviyesinin laktasyonun
ilerlemesi ile dusls g0sterdigini bildirmiglerdir. Da-
mascus Kegilerinde yapilan bu calismada plazma
kalsiyum seviyesi bakimindan tespit edilen bulgular
Danimarka kegi irki ile benzerlik gdstermistir.

Milewskil ve ark. (22), koyunlarda serum kalsiyum
miktarini laktasyonun ilk déneminde 2.53 (mmol/lt)
olarak bildirirken, laktasyonun ilerleyen zamanlarinda
bu seviyenin duzenli olarak azaldigini bildirmiglerdir.
Mevcut calismada Damascus kegilerinden laktasyo-
nun 1, 3, 5 ve 7. aylarinda alinan plazma &rnekleri
Uzerinde yapilan kalsiyum o6lgimU sonuglarina goére
laktasyonun 1 ve 3. aylarinda tespit edilen degerler
(9.63 ve 9.57 mg/dl) birbirlerine benzer olurken, 5. ve
7. aylarda ise bu degerlerde azalma (8.64 ve 8.32
mg/dl) tespit edilmistir. Laktasyondaki koyunlarda
serum kalsiyum seviyesi icin tespit edilen duzenli
azalmanin kegilerde meydana gelmedigi gézlenmistir.
Bu durumun koyun ve kegiler icin hem tir hem de
beslenme farkindan kaynaklandigi diistiniimektedir.

Ardeshirpour ve ark. (24) yaptiklari calisma ile parati-
roid ve renal CaSR arasindaki sinyallesmelerin nor-
mal kalsiyum homeostazinda kritik oldugunu bildir-
mistir. Bobrek ve tiroid bezi (izerinde yapilan galisma-
lara destek olarak bu galisma ile CaSR geninin kanda
da kalsiyum salinimini regile ettigi ortaya konulmus-
tur. Zira, sute kalsiyum gecisinin kaynagi olan kanda
CaSR geni laktasyon ilerledikge laktasyonun basina
g6re down-regile olmaktadir (P<0.05). Bu nedenle
CaSR geninin down-regilasyonuna bagli olarak kana
dolayisiyla sute kalsiyum gecisinin azaldigi dusunul-
mektedir. Bir baska ifade ile; laktasyon déneminde
artan kalsiyum talebini karsilamak igin kemikten kana
kalsiyum gegcisi de artmaktadir. Fakat laktasyonun
ilerleyen dénemlerinde artan kemik kaybini 6nlemek
icin CaSR’ nin ekspresyon seviyesinde de azalma
oldugu belirlenmistir.

Laktasyonun 1., 3., 5. ve 7. aylarinda kan orneklerin-
den izole edilen RNA ile CaSR ekspresyon seviyesi
Olcllmistir. CaSR’nin ekspresyon seviyesi laktasyon
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doénemi baslarina goére daha sonraki siregte down-
regile oldugu godzlemlenmistir (P<0.05). Kegilerde
CaSR gen ekspresyonunun laktasyon sirasinda za-
manla down-reglle olmasi ile bireyin hipokalsemi
riskinin azaltildigr dustincesi olusmaktadir. Bu c¢alis-
ma sirasinda yapilan literatlr tarama bilgileri ve ¢alig-
ma bulgulari beraber degerlendirildiginde; tar, irk,
yas, dogum tipi ve beslenme gibi faktdrlerin CaSR
gen ekspresyonu ve plazma kalsiyum seviyelerini
etkileyebilecedi dusunulmektedir. Bu sebeple ilgili
Ozelliklerin CaSR gen ekspresyonu ile iligkisi hakkin-
da yeni ¢calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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Ozet: Bu calismada Kayseri ilinde satisa sunulan sokak siitlerinde Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAPY)'in varligi konvansiyonel ve serolojik yontemlerle arastirilmasi amaglandi. Arastirmada Mayis 2010 — Ekim 2011
yillari arasinda Kayseri'nin ilgelerinden farkli saticilardan 200 ¢ig inek st 6rnegi toplandi. Her bir siit numunesi direkt
mikroskopi, kultir ve serolojik yontem olmak Uzere ic agsamada degerlendirdi. Direkt mikroskopide siit érneklerinden
hazirlanan preparatlar Ziehl-Neelsen boyama metodu ile boyandi. Ayrica besiyerlerinden izole edilen supheli kolonile-
rin boyamasinda da ayni yontem kullanildi. Etken izolasyonu amaciyla sit numunelerinin bakteriyolojik ekimleri glise-
rinli ve gliserinsiz Léwenstein-Jensen ve Watson-Reid agara yapildi. identifikasyon igin katalaz, niasin, nitrat rediiksi-
yon, pirazinamidaz ve Ureaz testleri kullanildi. Sitteki antikorlarin arastiriimasinda Mycobacterium paratuberculosis
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) kitinden yararlanildi. incelenen érneklerde ii¢ yénteminin kullaniimasi
sonucu sadece 1 numunede (% 0.5) MAP tespit edildi. Sonug olarak, Kayseri ilinde satisa sunulan sokak sitlerinde
paratuberkulozun yiksek oranda bulunmadigi belirlendi. Ancak bir érnekte etkenin tespiti infeksiyonun 6nemi goz
onunde bulunduruldugunda halk saghgi agisindan dnemli risk olusturabileceg@i kanaatini ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: ELISA, identifikasyon, izolasyon, Mycobacterium paratuberculosis, sokak suti

The Investigation of Mycobacterium paratuberculosis by Serological and Cultural Methods in Raw Milks
Retailed in Kayseri

Summary: In this study, it was aimed to investigate the presence of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP) in raw milk sold in Kayseri province by conventional and serological methods.
Between May 2010 and October 2011, 200 raw cow milk samples were collected from various sellers of the Kayseri
provinces. Each milk sample was evaluated in three steps including direct microscopy, culture and serological method.
Preparations from milk samples were stained with Ziehl-Neelsen staining method in direct microscopy method. In addi-
tion, the same method was used for the staining of suspicious colonies isolated from the media. For the purpose of
isolation, the bacteriological inoculation of milk samples was carried out onto Watson-Reid agar and Lowenstein-
Jensen supplemented with and without glycerin. Catalase, niacin, nitrate reduction, pyrazinamidase and urease tests
were performed for the identification. Mycobacterium paratuberculosis Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)
kit was used for the detection of antibodies in milk samples. MAP was detected in only one sample (0.5%) with the
using of three identification methods. As a result, it has been understood that paratuberculosis was not found at high
rate in raw milk sold in Kayseri province. However, it has been concluded that the presence of an agent in one sample
may pose a significant risk for public health when considering the importance of infection.
Key words: ELISA, identification, isolation, Mycobacterium paratuberculosis, raw milk

Girig Paratlberklloz veya Johne hastaligi tim dinyada
oldugu gibi Ulkemizde sidirlarda 6nemli ekonomik
kayiplara yol agan infeksiyon olma 6&zelligini hala
korumaktadir. Ruminantlarda baslica sindirim sistemi

Paratuberkilozis (Johne’'s Disease) Mycobacterium
avium supsp. paratuberculosis (MAP) tarafindan si-

gir, koyun ve kegi basta olmak lizere deve, manda,
antilop ve geyikler gibi birgok evcil ve vahsi hayvanda
g6zlenen infeksiyoz ve bulasici bir hastaliktir (7,17).
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etkilenmekte ve kontagiy6z, kronik ve &limcdl bir
seyir gorilmektedir. infekte hayvanlarin 6zellikle dis-
kilari ile gevreyi slrekli kontamine etmeleri dnemli bir
sorundur. Bu bakimdan infekte sigirlarin kisa sire
icerisinde tespit edilmesi 6nem arz etmektedir. infek-
siyonun zoonotik bir boyutu su an igin olmamasina
ragmen sidirlarda hastaligi meydana getiren Myco-
bacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) ile
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Sokak sutlerinde Mycobacterium paratuberculosis.....

insanlarda Crohn hastali§i arasinda bir iligkinin bu-
lundugu bildirilmekte ve son yillarda guncel olarak bu
konu Uzerinde yodun calismalar yapilmaktadir
(18,22).

Turkiye’'de yil boyunca elde edilen sitin ytuzde %40’i
pazarlanmakta, pazarlanan kismin ise %60’1 islem
gorerek tiiketici ile bulusmaktadir. islem géren siitiin
%?20’si direk tuketilmekte geriye kalan kismida peynir,
tereyag gibi dayanikli Grtin olarak degerlendiriimekte-
dir. Sitin kalitesi, buyuk 6lgide, hayvanin temizligi
yani sira ahir ve goérevlilerin hijyeni ile yakindan ilgili-
dir. Zira ¢ig sutun dayanikhhgi, buytk élcide icerdigi
bakteri sayisina, bakterilerin ¢ogalma hizlarina ve
bakterilerin bliyime ve gogalmalari igin gegen sireye
bagli olarak farkhlik gdsterir. Stttiin sagildigi andaki
sicaklik yaklasik 35-37 °C’dir. Bu sicaklik dereceleri
bircok bakterinin Uremesi igin elveriglidir. Ayrica sut
uretim yerlerinden igletmeye gelinceye kadar da bir
sure gegcmektedir. Bu bakimdan bakteriyolojik yénden
iyi kalitede sutin elde edilmesi sut Uretim yerlerinde
baslica; sutlin bakterilerle kontaminasyonunun 6nlen-
mesi ve siitte normal olarak bulunan ve/veya sonra-
dan bulasan bakterilerin gelismelerinin sinirlandiril-
masi igin gerekli dnlemlerin alinmasina baghdir (28).
Paratlberkilozun sut sigirlarinda, sut Uretiminde ve
kalitesinde meydana getirdi§i ekonomik kayiplar
onemli bir yer tutmaktadir (21). Yiksek sut verimli
hayvanlarda infeksiyonun gorilme sikhgi digerlerine
oranla daha yiiksektir (26). Ozellikle yagamin ilk haf-
talarinda kolostrum veya kontamine sutlerin buzagilar
tarafindan tuketiimesi bulasmada en 6nemli kaynak
olarak gosterilmistir (26). Dogal olarak infekte sigirla-
rin periparturient déneminde sttlerde MAP’nin dusuk
miktarlarda bulundugu, buzagilamadan sonraki 1-2,
glnlerde kolostrumda en yiksek (50 CFU/mI), 5.
glnden sonra bu miktarin (1 CFU/ml) dustigu ortaya
konulmustur (25). Situn endojen yolla mi yoksa ek-
sojen yolla mi daha yogun bulastigina yonelik bilgiler
kiyaslandiginda 6zellikle infekte sigirlarin diskilari ile
gikarttiklari etkenlerin (10® CFU/gr) siitii kontamine
ettigi tespit edilmistir (25). MAP ile infekte bir slirtide
bazi hayvanlar infekte olmamasina ragmen c¢ogu
hayvan infekte ve subklinik olarak kabul edilmekte ve
bir slire sonra bunlar klinik belirtiler gosterebilmekte-
dir. Prepatent dénemdeki hayvanlarda hastalik belirti-
si gorilmez ve etkenlerin digki sagilimi s6z konusu
degildir. Klinik olarak hayvanlarda kilo kaybi ve ishal
baslica belirtiler olarak goriilmekte ve serolojik olarak
kanlarinda antikor tespit edilmektedir. Genellikle bu
dénemde yodun miktarda digki ile bakteri etrafa sacil-
maktadir (8). Bu hayvanlardan gliinde yaklasik olarak
5x10'2 etkenin cikartildigi tespit edilmistir (26). Yapi-
lan birgok galismada MAP’ler gida, siit, su ve etten
izole edilmiglerdir (23,26).

Paratlberkiilozda ilk tani klinik verilerle yapilmis olsa
bile kesin tani igin etkenin direkt tespiti ve kdltiirde
Uretilerek tanimlanmasi esastir. Bu nedenle tanida
"gold standart" kdiltiir ve klinik tani birlikteligidir. Kaltdr
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yonteminin spesifitesi ylksek olmasina ragmen sen-
sitivitesi dusuktir (29). Ancak MAP igin kultir analiz-
lerinde kisa slrede sonug elde edilememesi; testin
sonuglanmasinin 3 aya kadar uzamasi 6nemli bir
dezavantaj olarak gérilmektedir. Mikroskobik incele-
mede aside direncli basilin gérilebilmesi igin numu-
nede 5x10°- 5x10*ml basil bulunmasi gerekmektedir.
Kiltirde Greyen mikroorganizmalarin saptama siniri
5-100 CFU arasinda degisirken, klinik 6rneklerde
duyarllik gok daha disuktur (2).

Paratuberklloz ihbari mecburi bir hastalik olmadigi
icin ve gercek prevalansi ortaya koyacak bir teghis
metodu mevcut olmadigindan, hastalhigin prevalansi
ile ilgili tahminler gogunlukla kesimhanelerde topla-
nan materyallerin incelenmesi neticesinde elde edil-
migtir. Paratlberkulozlu sirulerde kontrol programla-
rinin gerceklestiriimesinde en dnemli konu suru igeri-
sinde 6zellikle subklinik hayvanlar basta olmak uzere
digki ile sacgilim yapan infektif hayvanlarin tespitidir.
Tarama testlerinden istenilen infeksiyonun tanimlan-
masinda sensitivite ve spesifitesinin ylksek olmasi,
kisa slrede sonug vermesi ve ekonomik olmasi bagli-
ca kriterlerdir. Serolojik testler bu kriterlerin ¢oguna
sahip olmasina ragmen sensitivite ve spesifiteleri
yéninden dezavantajlarinin bulundugu bircok arasti-
rici tarafindan bildirilmistir (8, 11, 29). Serolojik test-
lerden elde edilecek sonuglar Uzerine infeksiyonun
asamasi bizzat etkili olmaktadir. Genellikle subklinik
ve az miktarda digki ile etken ¢ikariminin sézkonusu
oldugu durumlarda serolojik testlerden negatif sonug
alinmaktadir. Bu asamadaki birgok sigirda humoral
antikor yaniti tanimlanabilecedi sinirlarin altindadir.
Hayvanda infeksiyon olmasina ragmen serolojik test-
lerden negatif sonuglar alinmaktadir (1,29).

Bu galismada MAP’'in insanlardaki Chrone hastaligi-
nin da etkeni olabilecedi g6z 6niinde bulunduruldu-
gunda Kayseri ilinde satigsa sunulan sokak sitlerinde
MAP'in gorilme sikhdi ve halk saghgi agisindan risk
olusturma potansiyeli konvansiyonel ve serolojik yén-
temlerle arastiriimasi amaglandi.

Gereg ve Yontem
Siit numuneleri

Kayseri merkez ve cevre ilgelerinde, mahalle arala-
rinda satisa sunulan toplam 200 sokak suit numunesi
Mayis 2010 — Ekim 2011 yillar arasinda toplandi. Sut
numuneleri steril posetler igerisine 0,5 It olacak sekil-
de bizzat aseptik sartlarda alinarak soguk zincirde
laboratuara getirildi. Laboratuvarda yapilacak analiz
yontemlerine gére herbir sit numunesi 3 adet 50
ml’lik steril falkon igerisine direkt mikroskopi, kiltir ve
serolojik analizleri yapilmak Uzere taksim edildi. Nu-
munelerin direkt mikroskopi ve kiiltir analizleri ayni
glin gercgeklestirildi. Serolojik analizler igin sttler so-
gutmal santrifijde 4000 devirde 30 dakika santriflj
edildi. Falkon tuplerin Ust kisminda bulunan krema
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kismi uzaklastirildiktan sonra orta kismindaki plazma
kismi, alt kisimdaki hticresel kisma dokunulmadan bir
pipet yardimiyla steril 2 ml'lik ependorflara alindi.
Plazmalar serolojik analiz yapilincaya kadar -20°C'de
saklandi.

Standart sus

Arastirmada fenotipik analizlerde kullanilan pozitif
kontrol sus Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma
Enstitisi Tuberkiloz Paratliberkiloz Ruam Teshis
Laboratuvari’ndan temin edildi.

Dekontaminasyon

St numuneleri direkt mikroskopi ve kiltiirel analize
tabi tutulmadan 6nce dekontaminasyon islemi uygu-
landi. Bu amacla Dundee ve ark. (7)'nin bildiridigi
yénteme gore 50 ml'lik steril burgulu kapakh tiplere
(Falkon tipu) alinan siit numuneleri 2500 devirde 15
dk santrifiij edildi. Daha sonra pellet kismina %0.75
hexadecylpyridinium  chloride  (HPC)  (Sigma
C9002)'den 10 ml ilave edilerek oda isisinda 5 saat
bekletildi. Stire sonunda numuneler tekrar 2500 de-
virde 15 dakika santriflij edildi. Kalan sediment 0,067
M fosfat tamponu (pH 6.8)ndan 1 ml ilave edilerek
notralizasyonu gergeklestirildi.

Lowenstein-Jensen (L-J) medium base

Dehidre besiyerinden (Merck 1.05400, Germany)
37.5 gr hassas terazide tartilarak 600 ml distile su
icinde ¢bziindlruldi. Gliserol icerecek tlpler i¢in ha-
zirlanacak besiyerine 12 ml gliserol (Merck 1.04094,
Germany) ilave edildi. Besiyerine 4 ml etil alkol igeri-
sinde slspanse edilen 2 mg Mycobactin J (ID.Vet,
France) katilarak besiyerinin pH’'si 4.8 £ 0.2 olarak
ayarlandi. Hazirlanan besiyerlerini iceren duran bottle
siseleri otoklavda 121 °C’da 15 dakika sterilize edildi
ve 50 °C’a sogutuldu. Hazirlanan yumurta (sari ve
beyaz karisik) homojenizatindan gliserolli ve gliserol-
suz besiyerlerine 1000 ml ilave edildi. Ayrica konta-
minasyonlari énlemek amaciyla besiyerine 100,000 U
Penicillin G Potassium (Sigma P7794), 50 mg Amp-
hotericin B (Sigma A4888) ve 50 mg Chlorampheni-
col (Sigma C0378) katildi. Kultirin yapilacadi agzi
vida kapakli steril tiplere 7’ser ml olacak sekilde be-
siyeri taksim edildi. Tupler yatik olarak pasteur firinin-
da 85 °C’da 45 dakika tutularak koagllasyona tabi
tutuldu. Ayni islem 24 saat sonra bir kez daha tekrar-
landi (6).

Watson-Reid agar

Merkal ve Curran (17)'1n, bildirdigi yonteme goére ha-
zirlandi. Bu amagla karisim 1000 ml distile su iginde
¢o6zlndlruldl. Besiyerine 4 ml etil alkol igerisinde
stispanse edilen 2 mg Mycobactin J (ID.Vet, France)
katilarak besiyerinin pH’'s1 5.5 + 0.2’e ayarlandi. Ha-
zirlanan besiyerini iceren duran bottle sisesi otoklav-
da 121 °C'da 15 dakika sterilize edildi ve 50 °C ye
sogutuldu. Kiiltirin yapilacagdi agzi vida kapakli steril
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tiplere 7'ser ml olacak sekilde besiyeri taksim edildi.
Besiyerleri gliserol ve gliserolsiiz olarak isaretlendik-
ten sonra kullanilincaya kadar buzdolabinda 4°C'da
saklandi.

Dubos broth base

Dehidre besiyerinden (Himedia M067, India) 1.3 g
hassas terazide tartilarak 180 ml distile su iginde
¢ozUndlruldu. Gliserol icerecek tlpler igin hazirlana-
cak besiyerine 10 ml gliserol (Merck 1.04094, Ger-
many) ilave edildi. Besiyerine 4 ml etil alkol icerisinde
suispanse edilen 2 mg Mycobactin J (ID.Vet, France)
katilarak besiyerinin pH’si 6.6 + 0.2'ye ayarland..
Hazirlanan besiyerlerini iceren duran bottle siseleri
otoklavda 121 °C’da 15 dakika sterilize edildi ve 50
°C’ye sogutuldu. Ayrica kontaminasyonlari 6nlemek
amaciyla besiyerine 100.000 U Penicillin G Potas-
sium (Sigma P7794), 50 mg Amphotericin B (Sigma
A4888) ve 50 mg Chloramphenicol (Sigma C0378)
taksim edildi. Aseptik olarak hazirlanan sigir serum
albumin V (Fluka 05488, UK)'den duran bottle sisele-
rine 20 ml ilave edildi. Kultirin yapilacadi adz vida
kapakli steril tiplere 10’ar ml olacak sekilde besiyeri
taksim edildi. Besiyerleri gliserol ve gliserolsuz olarak
isaretlendikten sonra kullaniincaya kadar buzdola-
binda 4 °C'da saklandi (6).

Mikroskopik muayene

Hem st numunelerinden direkt hazirlanan preparat-
larin hem de kdlturlerden izole edilen kolonilerin bo-
yanmasi amaciyla Ziehl Neelsen Boyama Seti (GBL
5017) kullanildi. Boyama prosediiri dretici firmanin
bildirdigi yonteme goére yapildi. Boyamasi yapilan
preparatlar mikroskopta immersiyon objektifi (100x)
ile incelendi.

Kati besiyeri kiiltiir yontemi

Dekontaminasyon islemi uygulanan sit 6érneklerinden
bir 6ze dolusu ekim materyali alinarak gliserinli ve
gliserinsiz hazirlanan Lowenstein-Jensen (L-J) Me-
dium Base (Merck, 1.05400, Germany) besiyeri ile
ayni sekilde gliserinli ve gliserinsiz hazirlanan Wat-
son-Reid agara ekimleri yapildi. Kultirler aerobik
kosullarda 37 °C'de inkubasyona birakilarak 2-8 hafta
Ureme yonunden incelendi (6). Besiyerlerinin kontroli
amaciyla Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma
Enstitisl Tuberkiloz Paratiberkiloz Ruam Teshis
Laboratuvari’ndan temin edilen pozitif sus kullanildi.

Sivi besiyeri kiiltiir yontemi

Kati besi yerlerindeki izolatlar identifikasyon amaciyla
sivi besiyerine pasajlandi. Kiltirden bir 6ze yardi-
miyla alinan sipheli suslar gliserinli ve gliserinsiz
hazirlanan Dubos Broth Base (Himedia, M067, In-
dia)e ekimleri yapildi. Kultirler %5-10 CO, igeren
ortamlarda 37 °C'de inkubasyona birakilarak 2-6 haf-
ta slresince Ureme yoniinden takip edildi (6). Ayni
sekilde sivi besiyerlerinin kontrolii amaciyla pozitif
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kontrol susun da sivi besiyerine ekimleri gerceklesti-
rildi.

Identifikasyon testleri

Elde edilen izolatlarin identifikasyonu amaciyla kata-
laz, niasin, nitrat, rediksyon, pirazinamidaz ve Ureaz
testleri yapildi (6).

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

Sit numunelerinin plazmasinda mevcut antikorlarin
tespiti amaciyla Mycobacterium paratuberculosis

Erciyes Univ Vet Fak Derg 16(3), 190-197, 2019

Mikroskobik muayene sonuglari

Orneklerin direkt mikroskobik muayenesi sonucu 1
(%0.5) preparatta asido-rezistans bakteriler
gorilda.

Izolasyon analiz sonuglan

Kultir yontemleri sonucu 1 (%0.5) numunenin gli-
serinli L-J Medium’unda 6. haftada sarimsi renkte
yaygin koloniler tespit edilirken ayni siit numunesinin
gliserinli Watson-Reid agarinda da 7. haftada beya-

Tablo 1. Arastirma materyalinin toplandigi bolgeler ve M. paratuberculosis izolasyon orani

Alindigi ligeler Numune Sayisi Pozitif Numune Sayisi ( %)
Kocasinan 20 0
Melikgazi 20 0

Talas 20 1(0.5)
Akkisla 15 0
Sariz 15 0
incesu 15 0
Yahyali 15 0
Pinarbasi 15 0
Hacilar 20 0
Felahiye 10 0
Develi 15 0
Ozvatan 20 0

Toplam 200 1(0.5)

antikor test kiti (ID Screen® Paratuberculosis Indir-
tect, IDVet, France)'nden kullanildi. Testin yapihigi kiti
Ureten firmanin bildirdigi prosediire goére gergeklesti-
rildi. Sonuglarin  degerlendiriimesinde  KCjunior™
software (BioTek® Instruments, Inc., United States)
programi kullanildi.

Bulgular

Analiz érneklerinin alindigi yerler ve izole edilen
sus sayilar

Sokak sitlerinin mikroskobik muayene, kulttr ve ELI-
SA’dan olusan konvansiyonel yontemler ile incelen-
meleri sonucunda, 11 ilgeden toplanan sutler MAP
yoéniinden negatif bulundu. Sadece bir ilgeden alinan
1 (% 0.5) sokak sutiinde her G¢ yontemden de pozitif
sonug elde edildi. Sut drneklerinin toplandidi yerler,
numune sayllari ve izolasyonun yapildidi ilge Tablo
1’de gdsterildi.

zimsi renkte koloniler gorildi. Bu numuneye ait gli-
serinsiz heriki besiyerinde ise Ureme goérilmedi.

Identifikasyon test sonuglari

Gliserinli L-J besiyeri ve Watson-Reid agardan izole
edilen 1 (%0.5) izolatin fenotipik 6zelliklerinin ortaya
konulmasi amaciyla direkt mikroskopi, katalaz, nia-
sin, nitrat, pirazinamidaz ve Ureaz testlerine ait so-
nuglar Tablo 2’de gosterildi.

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)
sonugclari

Serolojik incelemeler ile 1 (% 0.5) érnek pozitif olarak
bulunurken 199 (% 99.5)'u negatif olarak tespit edildi.

Tartisma ve Sonug

Endemik hastaliklar, hayvancilik sektériinde Uretimin
her asamasinda buyilk kayiplara yol agmakta ve kay-
nak israfl olusturmaktadir. Paratlberkulozis (Johne's
disease) ruminantlarda baslica bagirsaklarda kronik

Tablo 2. izole edilen susun fenotipik zelliklerin saptanmasinda kullanilan testler ve sonuclari

Testler L-J Medium (Gliserinli)

Watson-Reid Agar (Gliserinli)

Mikroskopi +
Katalaz +
Niasin -
Nitrat -
Pirazinamidaz -
Ureaz -
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dejeneratif granulomatéz enteritis ile karakterize in-
feksiyonlar meydana getirmektedir. Bunun disinda
MAP’in klinik mastitis riskini artirdigi da diistinilmek-
tedir. Bu durum sut dretimini etkiledigi icin dogrudan
ekonomik kayiplara neden olmakta ve bagta hayvan-
sal urunlerin tiketimine bagh olarak insan saghgini
da tehdit etmektedir. infeksiyéz etkenin morfolojik
yapisina baglh olarak boélgesel epidemilerin yayginlik
gOsterdigi ve birgok isletmenin infeksiyondan etkilen-
digi bildiriimektedir (21).

Ulkemizde infeksiyonun varliginin ortaya konulmasin-
da galismalarin seroprevalans agirlikli oldugu kiiltirel
ve molekdiler calismalarin ise sinirli oldugu gérilmek-
tedir. Makav ve Gokge (16), Kars yoresinde subklinik
paratiberkilozun seroprevalansini %3.5 bulurken,
Oztiirk ve ark. (19) Burdur bélgesinde %6.2 olarak
bildirmislerdir. GimUsssoy ve ark. (11) Kayseri bolge-
sinde % 12.24 oraninda sero pozitiflik tespit etmisler-
dir. ikiz ve ark. (14) ile Ozpinar ve ark. (20), Trakya
boélgesinde sero pozitiflik tespit edememiglerdir. Yildi-
rim (30) Usak bdlgesinde % 4 ve Cetinkaya ve ark.
(4) Elazig yoresinde % 3.4 sero pozitiflik bildirmigler-
dir. Mevcut ¢aligsmalarda incelenen numune ve labo-
ratuvar yontemi farkhlklarina bagl degisik sonuglar
alinmistir. Ozpinar ve ark. (20) infeksiyonu tespit
edemezken Gimissoy ve ark. (11) %12.24’luk bir
oranla en ylksek seroprevalansi saptamiglardir. Ge-
nel olarak degerlendirildiginde Ulkemizde Avrupa
ulkeleri ile karsilastirldiginda paratiberkilozun se-
roprevalansinin dusik oldugu gorilmektedir. Cetinka-
ya ve ark. (4)'larinin Glkemizde en fazla numune ola-
rak 500 sigirda yaptigi ¢calisma g6z 6ninde bulundu-
ruldugunda seroprevalansin duguklugunin baglica
nedeni olarak disinulmektedir. Trakyada infeksiyon
saptanamamis olup Burdur disinda bati bélgelerinde
infeksiyon ile ilgili bir bilgiye rastlaniimamigtir.

Paratlberkiilozlu siriler insan saghgi agisindan bu-
yuKk risk olusturmaktadir. Cig sutlerin 1sil islem gérme-
mesi ve bu sutlerin 6zellikle gen¢ ve yash insanlar
tarafindan tiketilmesi st ile bulagsmanin en énemli
unsurudur. Paratiiberkiloza baglh mastitislerin deger-
lendiriimesine yonelik ¢ok az sayida arastirma bulun-
maktadir (11). Mevcut calismalar daha ¢ok infeksiyo-
nun st verimi Uzerindeki etkilerinin ortaya konuldugu
caligsmalardir (13). Mycobacterium avium subsp. pa-
ratuberculosis’in sut numunelerinden ilk izolasyonu
diger patojenik mikroorganizmalara gére ¢ok uzun
zaman almaktadir. Bu sire yaklasik 20 haftadir. MAP
icin kullanilan ¢ok selektif bir besi yerinin bulunma-
masi ve var olan besiyerlerindeki kontaminasyon
olasiliklari ilk izolasyonu gliglestirmektedir (5). Swee-
ney ve ark. (27), %12 oraninda subklinik infekte sigir-
larin 50 ml sitleri icerisinde yaklasik 2-8 CFU mikta-
rinda etkenin bulundugunu ve bu infeksiy6z etkenle-
rin sut ile cevreyi bulastirabileceklerini ortaya koy-
muslardir. Arastiricilar laboratuvarda enfekte sitler-
den etkenlerin izole edilememesinin bir sebebinin de
sut icerisindeki bakteri yuku oldugunu belirtmislerdir.
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Isil islem gdérmesi sonucu sitlerden etkenlerin izolas-
yonu ile ilgili farkli gahisma sonuglari bulunmaktadir.
Pastdrizasyon islemi uygulanan c¢ig sttlerde MAP’nin
canh kaldigi tespit edilmistir (1,3).

Ayele ve ark. (2), U¢ isletmeden topladiklari 200 pas-
torize sit ile perakende satiga sunulan 244 pastoérize
sutl ZN boyama, kiiltir ve PCR ile incelemislerdir.
Arastiricilar iki isletme tarafindan pastérize edilen iki
sutte kiltlr haricinde pozitiflik elde ederken ticari
olarak pastorizasyonu yapilan perakende satisa su-
nulan sutlerden dérdinde hem boyamada hem de
PCR’da pozitiflik elde etmiglerdir. Ancak bu dort si-
tin sadece ikisinde kultirde pozitiflik gérmuislerdir.
Pastorize edilen sitlerde de MAP’in bulunabilecegini
ve boyle siitlerin insan saghgi agisindan risk olustura-
bilecegini bildirmislerdir. Arastirmamizda da ZN boya-
ma, kultir ve serolojik yontem kullanilarak MAP’in
varliginin tespitine gidilmistir. Ayele ve ark. (2) anali-
ze alinacak sutlerin dekontaminasyon asamasi da
dahil izolasyonda hemen hemen ayni metodlari kul-
lanmislardir. Arastiricilar sitlerin analiz 6ncesi santri-
fij edilerek pelet kisminin analize alindidini krema
kisminin ise atilmasinin bir handikap olusturabilece-
gini vurgulamiglardir. Krema kisminda da bakteri
bulunabilecegini géz o6ninde bulundurdugumuzda
ayni gorusu paylasmaktayiz. Laboratuvar galismala-
rinda MAP ile infekte makrofajlarin siitiin yag tabaka-
sindaki yag damlaciklarinda bulunduklar tespit edil-
mistir (15). infeksiydz etkenlerinin siit igerisinde yayil-
masina yonelik aciklayici bilgiler su an icin yeterli
degildir. Muhtelemen hematojen ve lenfatik yolla siite
ulastiklar dusindlmektedir. Birgok arastirici sut sigir-
larinin MAP ile infekte olduklarini ve etkenlerin siite
bulastiklarini géstermiglerdir (9,10).

Paratlberkilozun serolojik olarak teshisinde kan se-
rumlari Gzerine yapilan ¢alismalarin yogunlugu dikkat
cekmektedir. Hendrick ve ark. (12), laktasyondaki
689 sigirdan kan, sut ve digki numunleri toplamiglar
ve paratlberkilozun sit Gretimi ve sit kalitesi Uzeri-
ne etkilerini arastirmiglardir. Arastiricilar digki 6rnek-
lerine kultur, kan ve sut numunelerine serolojik analiz
yapmiglardir. Yapilan ELISA testleri sonucu 130 (%
18,9) serum ve 77 (%11.2) siit numunesinin pozitif
oldugu bulunurken kdlturleri yapilan digki érneklerin-
den 72 (% 10,4)'sinden etken izole edilmigtir. Kultir
sonuglarini baz alarak stt ELISA testinin sensitivite
ve spesifitesini sirasiyla %21.2 ve %98.6 olarak belir-
lemigler ve sit ELISA testinin serum ELISA testine
oranla kiltlr testine alternatif olabilecegini vurgula-
mislardir. Ross ve ark. (24) MAP ile infekte olan inek-
lerin, klinik mastitise yakalanma olasiliginin yiiksek
oldugunu ve MAP yoéniinden siirii bazinda tim hay-
vanlarin kontroliiniin yapilmasinin géz ardi edilemez
faydali etkilerinin bulundugunu bildirmiglerdir.

Hendrick ve ark. (12), paratiberkilozun serolojik
teshisi amaciyla ELISA testini kullanmisglar ve test
materyali olarak slt ve serumdan elde edilen sonug-
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larin kiyaslamasini yapmiglardir. Arastiricilar st ELI-
SA sonuglari pozitif olan hayvanlarin daha yiksek
yuzdede diskilarn ile etkenleri disari c¢ikarttiklarini
ifade etmislerdir. Sut ve serum ELISA uygulamalari
sonucu testlerin sensitivite ve spesifitesini sirasiyla
en az bir sigira ait numunelerin analizi yapilmis ise %
91.9 ve %65.5 ile %88.9 ve %42.8 en az iki sigirin
numuneleri incelenmesi sonucu %86.9 ve %93.4 ile
%82.8 ve %79.5 olarak tespit etmiglerdir. Numune
secgiminde sutun seruma oranla tercih edilebilecegini
ve tek bir sigir yerine sur( igerisinde birden fazla hay-
vanin numunesinin incelenmesinin uygun olacagini
bildirmiglerdir.

infeksiyonun dogal déngiisii ile birlikte subklinik infek-
te hayvanlarn tanimlayacak duyarli ve spesifik bir
testin bulunmamasi kontrol programlarini yetersiz
kilmaktadir. Hali hazirda infeksiyonun teshisinde kul-
laniimakta olan testler hicresel ve humoral yanitin
ortaya konulmasina yonelik olup avantaj ve dezavan-
tajlari bulunmaktadir. Ginimizde infeksiyonun daha
kisa surede ve guvenilir bir sekilde teshis edilmesi ve
neticesinde gerekli dnlemlerin alinabilmesi amaciyla
su an icin bakteriyolojik, serolojik, alerjik ve molekiiler
testlerden yararlaniimaktadir. Su an igin tek bir test
yonteminin teghis icin yeterli olmadigi mutlaka iki test
uygulamasi sonucunda kararin verilmesi goérusu agir
basmaktadir.

Kronik agsamada olugan antikorlarin tanimlanmasinda
pratik olmasi ve kisa siurede sonug¢ vermeleri baki-
mindan serolojik testlerin blyik avantajlari bulun-
maktadir. Ancak bu testler infeksiyonun erken asa-
masinda veya subklinik formda olusabilecek antikor-
lari sinirli dizeyde tanimlamaktadir. Humoral immun
yanit etkenin vicuttan gikariimasindan sonra etkisini
gOstermektedir. Cevresel Mycobacterium tlirlerine
kargi ortaya c¢ikan kros reaksiyonlar serolojik testlerin
spesifitesini azaltmaktadir.

Bu calismada Kayseri ilinde mahalle aralarinda sati-
sa sunulan sutlerin ELISA ybntemi ile incelenmesi
sonucu 200 sut numunesinden sadece 1 (%0.5) nu-
munede pozitifik saptanmigtir. Ornekler rastgele ma-
halle arasinda satilan sitlerden ayni saticidan bir
kere alinarak yapilmigtir. Sit toplayicilar bircok aile
isletmesinden topladiklar sutleri bir tankta toplamak-
ta ve bunlari mahalle aralarinda satisa sunmaktadir.
Satiga sunulan sitlerin higbiri soguk zincirde depon-
lanmadigi ve gin boyunca perakende olarak satilin-
caya kadar sirekli gevresel 1siya maruz kaldiklan
gorulmuigtir.

Hendrick ve ark. (12), sit numunelerini ELISA ile
incelemisler ve 77 (%11.2) numunede pozitiflik sapta-
mislardir. Arastirmamizda kullanilan teshis yontemi
ve kit arastiriclarinki ile ayni olup sadece bir st nu-
munesinde pozitiflik tespit edilmigti. Bu durumun
numune sayisinin farkhliindan ve numunelerin bi-
reysel degil tank sitiinden analiz yapiimasindan kay-
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naklandigini disundurmektedir. Arastiriclar numune-
leri 9 surd toplam 689 sigirdan numuneleri toplamig-
lar ve orneklerin paratiberkiloz yéninden en az bir
klinik semptom gdsteren sigir suti olmasina dikkat
etmislerdir.

Cetinkaya ve ark. (4), Elaziy merkeze ve ilcelere bag-
I kdylerden 78 farkl lokalizasyondan 500 adet sut
numunesi toplamiglardir. Numuneleri saglikl gérinu-
se sahip 1.5-2 yasin Ustindeki ineklerden rastgele
almislardir. Arastiricilar etkenin tanimlanmasi ama-
ciyla baslica PCR yo6ntemini kullanirken pozitif sonug
aldiklari sit numunelerinin kiltirint yapmiglardir.
Pozitif sonug¢ alinan sit numunelerinin 17 (%
68)’sinden kdltirel yoklamalar sonucu etken izolasyo-
nu yapmislardir. Arastiricilar yaptiklari mini anket
galismasi sonucu paratiiberkiloz gorilen 20 (%5.5)
inegin tohumlanmasinda boga kullanildigini, 4 (%3.3)
inekte suni tohumlama ve 1 (%6.3) inekte ise hem
boga hem de suni tohumlama yapildigini bildirmigler-
dir. Ayrica ineklerin irk ve yas gruplarina gore infeksi-
yonun goérilme sikliginin degistigini ifade etmislerdir.
Arastirmamizda bizzat sokak sitleri saticilardan top-
landigi icin st numunelerinin alindigi sigir ve islet-
meye ait bilgiler bulunmamaktadir. Cetinkaya ve ark.
(4)'nin infeksiyon Uzerine birgok faktortin etkili olabile-
cegi ve bu faktorlere bagli olarak paratiiberkilozun
artis gosterebilecegini bildirmislerdir. Baglica faktorler
arasinda iklim, beslenme, irk, yas, dollenme tipi ve
barinak kosullari bulunmaktadir. Calismamizda elde
ettigimiz pozitiflik oraninin distkligunin bu faktérler-
le yakindan ilgili olabilecegini disinmekteyiz.

Sonug olarak, Kayseri bolgesinde yapilan st sigirci-
liginda paratuberkllozun yuksek bir oranda olmasa-
da bulundugu goriimustir. Bu galismada kullanilan
serolojik yontem sonucu elde edilen verilerin gold
standart olan kiltir yontemi ile ayni sonug vermesi
hala ELISA'in rutin uygulamalar igin duyarli, pratik ve
ucuz bir test ydntemi oldugunu gdstermistir. Teshiste
kullanilacak laboratuvar yontemlerinin infeksiyonun
seyrine gore hastaligin ortaya konulmasinda énemli
bir faktér olabilecedi kanaatine variimistir.

Ulkemiz agisindan degerlendirildiginde ekonomik,
politik veya isletmelerden kaynaklanan sebeplere
bagl olarak MAP'nin eradike edilememesi halinde,
ozellikle infeksiyonun kontrolini saglayacak asi uy-
gulamalari ile ilgili yogun galismalarin yapilmasi ve
tuketime sunulan gida Urtinlerinde mikrobiyal konta-
minasyonu engelleyebilecek stratejilerin gelistiriimesi
B plani olarak (zerinde durulmasi gereken &nemli
konulardir. Subklinikal infekte sigirlarin kisa silrede
belirlenmesi saglayabilecek rutin teshis yontemlerinin
gelistiriimesi de paratiberkilozun saglik problemi
olusturma 6zelligini ortadan kaldirabilecektir. Ayrica
bu sadece Ulkemizin sorunu olmak disinda diinyada
ruminant yetistiriciligi yapilan tim ulkelerin problemi
olarak disunilmelidir. Bu baglamda paratiiberkiilo-
zun 6nemi vurgulayacak organizasyonlar diizenlen-
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meli ve infeksiyonun eradikasyonuna yoénelik ulkeler
arasi igbirligi gerceklestiriimelidir.
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Ozet: Mide-barsak, tiikrik bezleri, karaciger ve pankreas aragtirmalarinda deney hayvani olarak gogunlukla ratlar kul-
laniimaktadir. Bu hayvanlarin sindirim sistemi anatomilerinin arastirma ve uygulama yapacaklar tarafindan iyi bilinmesi
gerekmektedir. Bu galismada; sindirim sistemi Uzerinde gesitli arastirmalar planlayanlar igin Alkid resin metoduyla ana-
tomik 6grenme materyali hazirlayarak, bu materyallerin taze sindirim sistemi organlariyla tekstiir ve renk agisindan
farkhiliklarini ortaya koymak amagclandi. Bu amagla, kadavralarin dil, karaciger ve midelerinden faydalanildi. Kadavrala-
ra tespit, dehidrasyon, gdmme, emdirme ve sertlestirme islemleri uygulandi. Formolle tespit edilen materyaller, 24 saat
akarsuda yikandiktan sonra dehidrasyon icin alkol (%50-60-70-80-90-96 ve 100) ve aseton (%50 alkol-%50 aseton ve
%100 aseton) serisinden gegirildi. Bdylece materyallerin igerisindeki yag ve su en az diizeye indirildi. Daha sonra doku-
daki ¢okmeleri 6nlemek igin materyaller vakum altinda gliserol’e gémuldu. Buradan alinan materyaller kurutma kagidi-
nin Uzerine alinarak fazla gliserolden arindirildi. En son olarak emdirme iglemi igin Alkid resin igeren solisyonunun
icine konuldu. Bu islemden sonra, materyaller sertlestirme islemi icin normal oda sartlarinda dinlendirilip islem sonug-
landirildi. Materyallerin renk degerleri (L, a, b) Lovibond RT (Lovibond RT series tintometer device. The Tintometer
LTD, UK) marka renk analiz cihazi ile tekstlr 6zellikleri ise (sertlik, elastikiyet, yapiskanlik) TA.TXP Plus Texture Analy-
zer (TA XT-Plus Texture Analyser Device. Stable Microsystems LTD, UK) ile belirlendi. Organlarin buyuklikleri baki-
mindan barsak ve pankreasta tekstur ve renk analizleri gerceklestiriliemedi. Alkid resinle islenmis dil, karaciger ve mide
taze doku ile karsilastirildiginda tekstir ve renk parametreleri bakimindan gesitli istatistiki farkliliklar bulundursa da; bu
metotla hazirlanan materyallerin hem arastirma hem de anatomi uygulamalarinda kullanilabileceg@i kanisina varildi.
Anahtar kelimeler: Alkid resin, kadavra, rat, sindirim sistemi

Comparison of Texture and Color Values of Rat Digestive System Organs Prepared with Fresh and Alkid Resin
Summary: Rats are mostly used as experimental animals in gastrointestinal system, liver and pancreas studies. Ana-
tomy of digestive system of these animals must be well known by the researchers and applicator. The aim of the study
is to prepare the anatomical learning material by using alkyd resin method for those who plan various researches on
the digestive system and to reveal the differences of these materials with the fresh digestive system organs in terms of
texture and color. For this aim, the tongue, liver and stomachs of the cadavers were used. Fixed, dehydration, embed-
ding, impregnation and hardening were applied to the cadavers. Formol fixated materials were washed for 24 hours in
tap water, followed by alcohol (50-60-70-80-90-96 and 100%) and acetone (50% alcohol-50% acetone and 100% ace-
tone) for dehydration. Subsequently, the materials were immersed in glycerol under vacuum to prevent tissue collap-
ses. The materials obtained from this were removed from the glycerol by taking on the drying paper. Finally, it was put
into the solution containing alkyd resin for the impregnation process. After this process, the materials were holded un-
der room conditions for the hardening process and the tecnuiqe was finalized. The color values of the materials were
determined by the Lovibond-RT analyzer and the texture properties were determined by TA.TXP Plus Texture Analy-
zer. This study, both informative and long-term anatomical learning materials have been produced for those who want
to do research on the organs of the digestive system.

Key words: Alkyd resin, cadaver, digestive system, rat

Girig rinde, kozmetik sanayinde (hem temel maddeleri ve

kokulari analiz etmede hem de kozmetik maddesinin
Gunimuzde basta tip aragtirmalari olmak Uzere bir- viicutta olusturabilecegi duyarlliklari ve alerjileri aras-
cok farkli aragtirmada hayvanlar tercih edilmektedir. tirmada deney hayvani olarak), ila¢ arastirmalarinda
Silah arastirmalarinda, tiitin deneylerinde, gida mad- ve toksik madde testlerinde (Letal Doz 50) deney
delerinin etkilerinin belirlenmesinde, psikoloji testle- hayvanlari yogun olarak kullanilmaktadir (6). insanhgi

tehdit eden birtakim hastaliklarin ortadan kaldiriima-
sl, su ve havanin zarar verici sinirlarinin belirlenmesi,
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gida maddelerinin gesitli zararh kimyasallarla ne ka-
dar kirlendiginin belirlenmesi, yeni cerrahi midahale
yéntemlerinin geligtiriimesi, organ nakillerinin nasil
yapilacagi veya organlarin fonksiyonlarinin karsilasti-
riimasi-karsilanmasi ve ilaglarin gelistiriimesi, denen-
mesi ve uygulamasi gibi bircok veri deneylerde hay-
vanlari kullanmak suretiyle elde edilmistir (9). Sindi-
rim sistemi fizyolojisinin arastiriimasinda en popller
hayvanlardan biri ratlardir. Ozellikle; mide-barsak,
tukrik bezleri, karaciger ve pankreas arastirmalarin-
da cogunlukla tercih edilirler. Dolayisi ile bu hayvan-
larin sindirim sistemi anatomilerinin arastirma ve uy-
gulama yapacaklar tarafindan iyi bilinmesi gerekmek-
tedir (8).

Bu calismada Wistar albino ratlarin sindirim sistemi
organlari (mide, dil, karaciger, barsaklar, yemek boru-
su, pankreas, yutak v.d.) Alkid resin metodu ile hazir-
lanarak taze olarak elde edilen sindirim sistemi or-
ganlariyla tekstir ve renk degerleri agisindan farklilk-
larinin arastiriimasi ve rat sindirim sistemi organlari
Uzerinde arastirma yapacaklar igin Alkid resin metodu
ile maket haline donustirilmis érnekler hazirlanmasi
amagclandi.

Gere¢ ve Yontem

Calismada Van Yiziinci Yil Universitesi Deney Hay-
vanlari Yerel Etik Kurulundan alinan 11.05.2015 tarih
ve 27552122-238 sayili izin ile kullanimdan ¢ikmig 3
adet erkek Wistar Albino rat ile ayni Universitede yu-
ruttlen bilimsel ¢alismalarin kontrol grubu ratlardan
elde eldilen 14 adet mide, dil ve karaciger (Wistar
Albino rat) kullanildi. Bu érneklerden 7’ser adeti taze
olarak tekstur ve renk analizi igin kullanilirken geriye
kalan 7 adeti ve 3 tum kadavra Alkid resin metodu ile
hazirlanmak Uzere asagida yer alan prosedirlerden
gecirildi. Temin edilen hayvanlardan elde edilen sindi-
rim sistemi organlar taze ve Alkid resin metodu ile
islenerek tekstlir ve renk analizlerine tabi tutuldu.
Tukruk bezi, pankreas, barsak ve yemek borusu gibi
organlarin doku kalinhginin renk ve tekstir analizi
yapmak igin yetersiz olmasi sebebiyle calismaya
dahil edilemedi. Kullanilan 3 tim kadavra egitim ve
sergi amaciyla Alkid resin metodu ile islenerek sehpa
Uzerine alind1.

Alkid resin yontemi safhalan:

Fiksasyon-tespit: Teknigin ilk asamasi fiksasyondur.
Demonstrasyon igin hazirlanacak kadavralara, aorta
abdominalis’lerinden gergeklestirilen yikama isleminin
ardindan uygun pozisyonlar verildi. Pozisyon islemini
takiben ayni damardan Spence’in kadavra sivisi veri-
lerek hayvanlar tespit edildi. Bu tespit sivisi, 64 kg
vicut agirhgina sahip bir canli igin 2 It formaldehit, 4
It metil alkol, 600 ml gliserin, 800 gr fenol ve 3 It su-
yun karigtiriimasi ile elde edilir (10). Demonstrasyon
amacl kullanilacak kadavralara pozisyon verildikten
sonra aorta abdominalis yoluyla tespit sivisi verilerek
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istenilen pozisyonlarda kalmalar saglandi. Kadavra-
lardan alinan organlarin normal yerlegimleri ve goru-
nimleri mimkun oldugunca korunmaya caligildi. Bu
sekilde alinan 7’ser adet mide ve karaciger %10’luk
formalin igerisine yatirildi ve 1 ay tespit islemine de-
vam edildi.

Usuliine uygun olarak diseksiyon igslemi gerceklestiri-
len organlar tespit isleminin ardindan yikama islemi-
ne alindl.

Formaldehit ile demonstrasyon amagli tespit edilen
kadavralar sindirim sistemi ve organlari agida ¢ikari-
lacak sekilde diseke edildi.

Yikama: Fiksasyondan alinan érnekler 24 saat akar
cesme suyu altinda yikandi ve fazla formaldehitten
arindinidi.

Dehidrasyon-Arindirma agamasi: Yikamadan cikan
ornekler %50-60-70-80-90 ve 96’lik alkol serisinden
gecirildi. Ornekler alkol serisinin her asamasinda
yaklasik 8 saat bekletildi. Alkol icerisinden ¢ikarilan
ornekler alkol-aseton (%50 alkol ve %50 aseton) so-
lisyonunda 24 saat bekletildi. Dehidrasyon asamasi-
nin son kismini ise aseton uygulamasi olusturdu.
Oda sartlarinda bulunan asetonun icerisine yatirilan
materyaller 48 saat burada bekletilerek doku icerisin-
deki yag ve su en az diuzeye indirildi.

Gémme: Dehidrasyon isleminden alinan numuneler
vakumlu desikatorlerde gliserol igerisine daldirilarak 3
gun sureyle vakum altinda (220-380 mm Hg) birakil-
di. Boylece asetonun sertlestirdigi dokular yumusaya-
rak normal doku kivamina getirildi. Ayrica; drneklerde
olusabilecek birtakim ¢ékmelerinde éniine gecilmeye
calisildi.

On kurutma: Gliserol igerisinden alinan érnekler
kurutma kagidinin Uzerine alinarak 3 gun sure ile
fazla gliserolden arinmasi saglandi.

Emdirme: On kurutmadan alinan materyaller, Alkid
resin igeren sollisyonun igerisine birakilarak vakum
altinda (120-380 mm Hg) 48 saat siire ile resinin ma-
teryallere nifuz etmesi saglandi ve boylelikle emdir-
me safhasi sonuglandirildi.

Son kurutma: Alkid resin sollisyonunu iyice absorbe
eden materyaller 15 glin siire ile normal oda sartla-
rinda kurumaya birakildi ve Alkid resin teknigi sonlan-
dinldi (1,4,5).

Elde edilen tim Urinler kadavra muhafaza ve sergi
sehpasi Uzerine alindi. Bu sayede kullanim esnasin-
da ve sonrasi olusabilecek zararlardan korunmalari
amagclandi.

Tekstiir ve renk analizleri icin segilen doku-
organlar ve &lgiim yerleri: Fresh (taze) grubu 1
adet karaciger ve 1 dil 2 saat kadar 0°C’de birakildi§
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soguk hava deposundan alinarak geriye kalanlar da
ratlarin  6limund takiben alinan doku-organlardan
olusturularak tekstur ve renk analizleri gerceklestirildi.
Alkid resin metodu uygulanan grup ise teknik sonlan-
dirildiktan sonra tekstur ve renk analizlerine tabii tu-
tuldu. Doku veya organlarin tekstur 6zelliklerini degis-
tirebilecegi icin renk analizleri (dokunun Uzerine renk
Olgclim cihazinin optik g6zl yerlestirilip basing uygu-
lanmasi sebebiyle) tekstir analizlerinden hemen son-
ra yapildi. Materyallerin renk analizi i¢cin Lovibond RT
marka renk analiz cihazi kullanildi. Renk analizlerin-
de L (+L: beyaz, —L: siyah), a (+a: kirmizi, —a: yesil),
b (+b: san, —b: mavi degerlerini ifade eder) paramet-
releri kullanildi.

Tekstlr degerleri igin ise (sertlik, elastikiyet, yapis-
kanlk) TA.TXP Plus Texture Analyzer cihazi kullanil-
di. Bu parametrelerden sertlik dokunun diseke edile-
bilirligi ve dikis atilabilirligi agisindan énemlidir. Bu
deger ile ilgili doku lehine bir aralik bulunmayip agiri
yumusak veya taze dokuya goére bin kat daha sert
dokularda diseksiyon islemi yapilamaz.

Elastikiyet degeri ile ilgili anatomide veya kadavrada
belirlenmis bir deger bulunmamakla birlikte ¢alisma
esnasinda veya sonrasinda dokunun tekrar eski hali-
ne dénmesini ifade eder. Calismada bu degerin taze
dokudaki araligi belilenmeye calisiimis, Alkid resin
metodu ile islenen dokularin elastikiyet gosterip gos-
termedikleri tespit edilmigstir.

Yapigkanlik degerine diseksiyon esnasinda Alkid
resinli dokunun bistiri, pens ve diseksiyon sahasina
yapismadiginin gortlmesi Uzerine arastirmada kulla-
nilmasina karar verilmistir. Bu parametrenin ameliyat
sonrasinda yara iyilesmesinde etkili olabilecegi tah-
min edilmektedir.

Arastirmada kullanilan doku ve organlar ile bu doku-
lara ait 6lcim yerleri asagida belirtilmigstir.

Tablo 1. Tekstlr analiz sonuglari

Haci KELES

Mide: Organ pylorus ve cardia tUzerinde kalacak sekil-
de cikarildl. Facies parietalis veya visceralis’i Uzerine
birakilan organdan tekstur ve renk verileri alindi.

Karaciger: Organ bir bittin olarak cikartildiktan sonra
tekstir ve renk analizleri icin lobus hepatis sinister
ayrilarak kullanildi.

Dil: Organin apeksinden baslayip radix linguae’ya
kadar diseke edildi. Dil margo linguae’si Uzerine yati-
rilarak (laterolateral) tekstir deg@erleri alindi. Organin
renk degerleri ise corpus linguae lzerinden degerlen-
dirildi.

Tukrik bezi, pankeras, barsak ve yemek borusu gibi
organlarin doku kalinliginin renk ve tekstir analizi
yapmak icin yetersiz olmasi sebebiyle calismaya
dahil edilememigtir. Anatomik adlandirmalar ICVGAN
2012'ye gore yapildi (7). Galismanin fotograflari Ca-
non 350D fotograf makinesi ile gekilmistir.

Istatistik analizler

Alkid resinle ve taze olarak hazirlanan materyallerin
sertlik, elastikiyet ve yapiskanlik degerleri ile L, a, b
degerleri normal dagilima sahip olmadigi icin ve
gruplarda N sayisi 30’dan kuguk oldugu icin paramet-
rik olmayan Mann-Whitney U testi ile analiz edildi.
Sertlik, elastikiyet ve yapiskanlk degerleri ile L, a, b
degerlerinin tanimlayici istatistikleri medyan ile géste-
rilmigtir. Degerlerin analizinde SPSS (Spss 22.0 eva-
luation version for Windows, Trial Version) paket
programinda yer alan Mann-Whitney U testi kullanil-
migtir.

Bulgular

Van Yizinci Yil Universitesinde yiiriitiilen arastir-
malarin kontrol gruplarindan elde edilen kadavralarda
tespit islemi icin damarlarin yikanmasi esnasinda
aorta abdominalis ve v. cava caudalis’lere girmek,

Mide Karaciger Dil
N Medyan deger N Medyan deger N Medyan deger
35.16 (0.95, 428.96 (27.93;
Sertlik (g) Taze 7 51.46) 6 1552.06) 6  111.20 (40.85; 245.58)
9 AResin 7 4480 (3473 6 142678 (106545 6  233.36 (188.65; 287.74)
91.67) 1717.87)
P degeri P=0.01 P=0.01 P=0.01
Lo Taze 7 098(0.97:099) 6  095(0.93097) 6 0.96 (0.89; 0.98)
Elastikiyet (%) AResin 7 079(0.60:094) 6  076(0.58 091) 6 0.93 (0.92: 0.95)
P degeri P=0.003 P=0.01 P=0.08
Yapiskaniik (g.seq) 1328 7 42(597:-063) 6 -10.58(:2546:0.00) 6 -0.93 (-2.32; 0.00)
pIg g- AResin 7 0.00(0.00,0.00) 6  0.00(0.00;0.00) 6 0.00 (0.00; 0.00)
P degeri P=0.01 P=0.01 P=0.01
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yikama sivisi vermek gibi birtakim zorluklarin oldugu,
hayvanlara pozisyon vermenin olduk¢a gug¢ oldugu, i¢
organlardan karaciger, barsaklar gibi birtakim organ-
larin anatomik pozisyonlarindan ayrildiklari tespit
edilmistir. Bu galisma igin sadece kan parametreleri-
nin degerlendirildigi arastirmalarda kullanilan kontrol
grubu hayvanlarin i¢ organlarinin anatomik pozisyon-
larini koruduklari ve kadavra tespit islemi esnasindaki
zorluklarin asgari duzeyde oldudu belirlenmistir. Bu
g6zlem calismanin subjektif bulgularindan olup, ka-
davra tespit islemi icin harcanan slre g6z 6niine alin-
mistir.

Tablo 2. Renk analiz sonuglari

Erciyes Univ Vet Fak Derg 16(3), 198-203, 2019

Tablo 1’de Alkid resin teknigi ile hazirlanmig dil 6r-
nekleri taze dil érneklerine nazaran sert ve yapiskan
Ozellik gbstermektedir. Sertlik ve yapiskanlik degerle-
ri bakimindan iki grup arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamhdir (P= 0.01). Alkid resinli dil érnekleri-
nin elastikiyet 6zelligi yéninden taze dil érnekleri gibi
davrandidi, iki grubun elastikiyet dizeyleri arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli olmadidi tespit edil-
migtir (P=0.08).

Calisma olusturulan iki grup mide arasindaki renk
degerleri tablo 2’ye goére incelendiginde a parametre-

Mide

Karaciger

Dil

Medyan deger

Medyan deger

Medyan deger

21696 (21.25; 22.49)
25659 (23.57; 30.22)

4B.41 (40.75; 43.24)
48.25 (42.79; 46.57)

P=10.018

P=0.01

10.12 (8.45; 10.42)
1.68 (1.51; 4.24)

5.98 (5.51; 6.64)
8.55 (6.56; 9.07)

P=0.003

P=0.08

5.61 (4.06; 6.10)
3.12 (1.55; 5.87)

6.49 (5.77; 7.33)
14.51 (13.96; 15.61)

L Taze 46.47 (45.77; 48.35)
A.Resin 43.70 (41.50; 48.35)
P degeri P=0.025

a Taze 3.75 (3.07; 4.91)
A.Resin 2.78 (2.47; 4.98)
P degeri P=0.200

b Taze 7.78 (6.83; 8.60)
A.Resin 13.68 (12.11; 15.64)
P degeri P=0.006

P=10.142

P=10.01

Van Yiiziincii Yil Universitesinde yiiriitiilen deneysel
arastirmalarin kontrol gruplarindan elde edilen kadav-
ralar sindirim sistemlerinin gida maddeleriyle dolu
olmasi neticesinde Alkid resin metodu ile islendikten
sonra karin i¢i organlarin koyu bir gorintiye sahip
olduklar (Sekil 1 ve $ekil 2), sindirim kanallarinda
gida maddesi bulunmayan kadavralarda ise karin
boslugu organlarinin renklerinin olduk¢a acik goriil-
digu tespit edilmistir.

Tablo 1’e gore resinlenmis mideler daha sert bir yapi-
ya sahip iken (P= 0.01), taze mideler ile elastikiyet
degerleri bakimindan kargilasgtirildiginda aralarinda
fark bulunmaktadir (P= 0.03). Taze mide dokusu ya-
piskan 6zelliktedir (P= 0.01). Midenin sertlik, elastiki-
yet ve yapiskanlik 6zellikleri bakimindan taze ve Al-
kid resinli gruplar arasinda istatistiksel olarak fark
anlamlidir.

Tablo 1 incelendiginde resinli karacigerlerden hig
yapiskanlik verisi elde edilemezken (P= 0.01), taze
karacigerlere gbre daha elastikiyeti dusuk (P= 0.01)
ve sertlik degeri yuksek veriler elde edilmistir (P=
0.01). Tekstir degerlerine gére gruplar birbirlerinden
farkli ve gruplar arasindaki istatistik fark énemli bu-
lunmaktadir.
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si istatistiksel olarak 6nemsizdir (P= 0.200). L degeri
agisindan taze mideler daha beyaz iken (P= 0.025), b
degerine gore Alkid resinli mideler daha saridir (P=
0.006), bu iki parametrede istatistiksel olarak anlamli-
dir. Makroskobik olarak gozlemlendiginde taze mide-
lerin daha parlak gorindigu dikkati gekmektedir.

2 nolu tabloya bakildiginda taze ve alkid resinle ha-
zirlanmig karacigerlerin b degerleri birbirlerine benzer
ve istatistiksel olarak farksizdir (P= 0.142). L ve a
degerleri karsilastiriidiginda taze karaciger érnekleri
istatistiksel olarak ©nemli derecede farkh degerler
tasimaktadir (P= 0.018; P= 0.003). Karacigerler L ve
a degerleri bakimindan incelendiginde, hem istatistik-
sel olarak hem de ¢iplak goz ile yapilan degerlendir-
mede taze karacigerlerin kirmizi renk barindirma
orani Alkid resinli gruba goére yiksek, resinli karaci-
gerlerin beyazlidi veya parlakligi taze karacigerlerden
fazladir.

Dilde taze ornekler Alkid resinli érneklere gore sari
rengi daha dusuk oranda barindirmakla birlikte, ista-
tistiksel olarak farkin énemli oldugu tespit edilmistir
(P= 0.004). Siyahlik- beyazlik ve kirmizilik-yesillik
degerleri goz 6nine alindiginda gruplar arasi istatis-
tiksel fark dnemli bulunmamistir (P= 0.55).
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Ayrica hazirlanan drnekler 29 aydir oda sartlarinda
muhafaza edilmektedir. Orneklerin dayanma sureleri
go6zlenmektedir.
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Sekil 1. Alkid resin metoduyla hazirlanmis rat sindirim siste-
mi modelleri

Sekil 2. Alkid resin metoduyla hazirlanmis organ materyalle-
ri

Tartisma ve Sonug

Alkid resin tekniginin uygulanmasindaki amag, doku-
nun icerisindeki yagin ve suyun alinarak yerine Alkid
resin denilen reginenin nifuz etmesini saglamaktir.
Ratlardan daha buylk doku, organ veya kadavralar-
da bu arindirma (dehidrasyon) isleminin doku igeri-

Haci KELES

sindeki yag! ve suyu tamamen almadigi, buna bagh
olarak dusuk derecede yumusakhgin ve bir miktar
yapiskanhgin bulundugu tahmin edilmektedir. Ger-
ceklestirilien galismada sertligin diger c¢alismalara
gore yuksek gikmasi ve kaybolan elastikiyetin sebebi-
nin cahgilan dokulardaki yag ve suyun tamamen alin-
mis olabilecegi hususunu akla getirmektedir.

Alkid resinle islenen dilde elastikiyetin korundugu,
mide ve karacigerde ise elastikiyetin istatistik acidan
onemli farkliliga sahip olsa da kaybolmadig! tespit
edilmistir. Elastikiyetin egitim materyali olarak kullani-
lan kadavralarda bulunmasi deformasyonu azaltan
anatomik yapinin orijinal seklini korumasina yardimci
olan bir 6zelliktir. Calismadaki elastikiyet bulgulari
Alkid resin metodu Uzerine gerceklestirilen 6nceki
calismalarin (1,2,3,4) Alkid resinli materyallerin elas-
tik oldugu yénundeki bulgularini desteklemektedir.

Ar ve ark. (2010); Cinaroglu ve ark. (2010); Ari ve
Cinaroglu (2011); Cinaroglu ve Ari (2015); Cinaroglu
ve ark. (2015) ile yiratilen galisma kiyaslandiginda
doku ve organlar farkli olsa da sari renk degerleri,
kirmizi renk degerleri agisindan buyuk benzerlik gos-
termekte, beyazlik parametresinde Alkid resin meto-
du ile islenmis bazi dokularda, yuritulen bu ¢alisma-
ya gore daha mat ve koyu renk 6n plana ¢ikmaktadir.

Alkid resin tekniginin diger laboratuvar hayvanlarinda
kullanilabilirligi ve guvenli kullanimi agisindan saglik
risklerinin arastirilmasi ile plastinasyon gibi referans
tekniklerle elde edilecek doku ve organlarin karsilas-
tinlarak avantaj ve dezavantajlarinin belirlenmesi icin
yeni ¢alismalara ihtiyag vardir.

Bilimsel arastirmalarda kullanilan deney hayvanlari-
nin sayilarini disurmek igin bilim diinyasinda uygula-
nabilir bir farkindalik olusturmak, en azindan egitim
amagli deney hayvani kullanimini azaltmak hem hay-
van haklari agisindan hem de insani degerler agisin-
dan buyiik 6nem arz etmektedir.

Bu c¢alisma ile sindirim sistemi organlari Uzerinde
arastirma yapmak isteyenler i¢cin hem bilgilendirici
hem de uzun sire kullanilabilecek Anatomik 6grenme
materyalleri Uretilmis ve bilim dunyasinin hizmetine
sunulmustur.
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Elazig’da Agikta Satilan Baharatlarin Mikrobiyolojik Kalitesi
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Ozet: Bu calisma Elazig ili kapali garsisinda acgikta satilan baharatlarin mikrobiyolojik kalitelerini belirlemek igin yapildi.
Bu amagla 30’ ar adet 6gutiimis karabiber (Piper nigrum L.), kirmizi toz biber (Capsicum annuum L.), kirmizi pul biber
(Capsicum annuum L.), ve kimyon (Cuminum cyminum L.) materyal olarak kullanildi. Baharat érneklerinde toplam me-
zofilik aerob bakteri, koliform grubu bakteri, Staphylococcus-Micrococcus, maya-kif, aerob sporlu mezofiller, anaerob
sporlu mezofiller, laktobasiller, Enterobacteriaceae, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus sayimlari yapildi. Ogu-
tiimus karabiberde, kirmizi toz biberde, kirmizi pul biberde ve kimyonda ortalama olarak (log1o kob/g) sirasiyla toplam
mezofilik aerob bakteri sayisi 7.50, 5.92, 5.80, 5.45; koliform grubu bakteri sayisi 3.54, 2.03, 2.13, 3.39; Staphylococ-
cus-Micrococcus sayisi 5.52, 4.22, 4.01, 4.89; maya-kif sayisi 3.13, 3.40, 2.81, 2.44; laktobasiller 5.79, 4.27, 4.77,
4.21; Enterobacteriaceae 4.02, 3.22, 3.02, 2.34 ve aerob sporlu mezofiller 4.28, 4.40, 4.09, 4.89 seviyesinde bulundu.
Anaerob sporlu mezofiller karabiber ve kirmizibiber érneklerinin tamaminda, kimyon &rneklerinin ise % 50’sinde sap-
tandi. Escherichia coli 4 karabiber, 3 kirmizi toz biber, 2 kirmizi pul biber ve 5 kimyon 6rneginde tespit edildi. Ancak
orneklerin hi¢ birinde koagulaz pozitif S. aureus izole edilmedi. Sonug olarak incelenen baharat drneklerinin mikrobiyo-
lojik kalitelerinin disuk oldugu ve halk sagligr agisindan risk teskil edebilecegi kanaatine varildi. Bu nedenle baharatla-
rin agikta satislarinin yapilmamasi, uygun ambalaj materyallerinde saklanmasi ve uretimden tiiketime kadar tim asa-
malarin endustriyel ortamlarda HACCP kurallarina uygun olarak yapilmasi tavsiye edilmektedir.

Anahtar kelimeler: Baharatlar, halk sagligi, mikrobiyolojik kalite

Microbiological Qualities of Unpacked Spices Sold Out in Elazig

Summary: This study was carried out determine the microbiological qualities of spices which are seling in open market
in Elazig province. For this purpose, totally 30 samples were used; ground black pepper (Piper nigrum L.), red powde-
red pepper (Capsicum annuum L.), red pepper flakes (Capsicum annuum L.) and cumin (Cuminum cyminum L.). Total
mesophilic aerobic bacteria (TMAB), coliform group bacteria, Staphylococcus-Micrococcus, yeast-mold, aerobic spores
mesophiles, anaerobic spores mesophiles, Lactobacillus, Enterobacteriaceae, E. coli and Staph. aureus counts were
detected in all samples. In the study TMAB counts were detected 7.50, 5.92, 5.80, 5.45 (cfu/g); coliform group bacteria
counts 3.54, 2.03, 2.13, 3.39; Staphylococcus-Micrococcus counts 5.52, 4.22, 4.01, 4.89; yeast-mold counts 3.13,
3.40, 2.81, 2.44; Lactobacillus counts 5.79, 4.27, 4.77, 4.21; Enterobacteriaceae counts 4.02, 3.22, 3.02, 2.34 and
aerobic spores mesophiles 4.28, 4.40, 4.09, 4.89 of ground black pepper, red powdered pepper, red pepper flakes and
cumin, respectively. In all black pepper and red pepper samples were found anaerobic sporophilic mesophiles, altho-
ugh in cumin samples were detected only in 50% of it. E.coli was detected in 4 black pepper, 3 red pepper, 2 red pep-
per flakes and 5 cumin samples. However, any samples coagulase positive S. aureus were not detected. In conclusi-
ons, the microbiological qualities of the spices samples are low and which may pose a risk for public health. For this
reason, it is recomended to storage spices in appropriate conditions, do not sell outdors, and correct packaging materi-
als, also HACCP rules should be applied during all processing steps.

Key words: Microbiological quality, public health, spices

Girig lar hasat sonu yikama, kabuk giderme, agartma, del-

me, kuring, kurutma, temizleme, siniflandirma, parga-
Gida katki maddeleri olarak da siniflandirilabilen ba- lama, 6giitme, ambalajlama ve depolama gibi islem-
haratlarin istah agici, sindirimi kolaylastirici, Urlnlere lerden gegtikten sonra sofralarimiza girmektedirler.
koku ve lezzet verici ayni zamanda gidalari koruyucu Bu siiregte baharatlar fiziksel, kimyasal ve mikrobiyo-
ozellikleri de bulunmaktadir. Gida sanayinde ve ev- lojik olarak bir takim degisimlere ve bozulmalara ma-
lerde gok yaygin olarak kullaniimaktadirlar. Baharat- ruz kalabilirler. Baharatlarin mikrobiyolojik kalitesi

Uretildigi, islendigi ve depolandidi yerlerin hijyenik
Gelig Tarihi/Submission Date :13.09.2018 kaliteleri ile dogrudan baglantilidir. Toz, kirli sular,
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*7.Veteriner Gida Hijyeni Kongresi'nde poster bildiri olarak kabul cevresel fakiorler baharatlarin mikrobiyolojik kalitesi

edilmis ve yayinlanmistir.
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Uzerinde etkili olabilmektedir. Bu nedenle baharatlar
Uzerindeki mikrobiyal yuk insan sagligi Uzerinde
onemli etkiler yapabilmektedir (6,31). Kontamine ba-
haratlarin gogunlukla isil islem uygulanmayan veya
yetersiz isil iglem uygulanan gidalara ilave edilmesi
sonucu insanlarda gida koékenli enfeksiyonlar ve in-
toksikasyonlar olusabilir. Ayni zamanda ylksek oran-
da kontamine baharatlarin gida teknolojisinde kulla-
nilmasi ile hatali Griinler ve gida bozulmalari meyda-
na gelebilir (18,24). Baharatlarin mikrobiyolojik kalite-
lerini belirlemede birgok faktér bulunmaktadir. Bu
faktorler icerisinde temizlik ve hijyenin énemi de ol-
dukca blyuktur (9,24). Baharat ihtiva eden konserve
gibi Urtnler ¢ok az risk teskil etmesine ragmen baha-
rat ilave edilen ve ¢ig olarak tiketilen cesitli Grinler
halk saghgi bakimindan risk teskil edebilmektedir.
Kirmizi toz biber, kirmizi pul biber, 6gutilmis karabi-
ber ve kimyon o6zellikle et endistrisinde ve bircok
gida maddesinin yapim asamasinda kullanilan baha-
rat cesitleridir (7,9,18). Baharatlarin mikrobiyolojik
kalitelerini gesitli fumigasyon ydntemleriyle artirmak
mimkunddr. Fumigasyon ydntemleri arasinda etilen
oksit, propilen oksit, mikrodalga, iyonize isinlar ve
alkol buhari gibi uygulamalar etkin olarak kullaniimak-
tadir. Ancak bu metotlarin fiyatlarinin yiksek olmasi
ve bazi baharat turlerinde renk ve lezzet degisikligine
sebep olmalarindan 6turi Glkemizde ¢ok sinirli olarak
kullaniimaktadirlar (22).Ulkemizde agikta veya kapali
ambalajlarda satilan ¢esitli baharatlarin mikrobiyolojik
kaliteleri ile ilgili olarak yapilan calismalar
(5,6,7,29,30,32) oldukga sinirli sayida bulunmaktadir.
Tum calisma sonuglarina gore baharatlarin oldukca
yuksek sayilarda mikrobiyal yik tasidiklari gorilmek-
tedir. Bu calisma Elazig ili kapal carsisinda acikta
satilan 6guatulmus karabiber, kirmizi toz biber, kirmizi
pul biber ve kimyonun bazi mikrobiyolojik parametre-
lerini incelenmesi amaglandi

Gereg ve Yontem
Gereg

Calisma kapsaminda, Elazi§ ilinde Eylil 2016-Subat
2017 tarihleri arasinda agikta satilan 30’ar adet 6gu-
tilmas karabiber, kirmizi toz biber, kirmizi pul biber
ve kimyon ornekleri materyal olarak kullanildi. Numu-
neler saticilar tarafindan tiketicilere satilan sekliyle
15 guinde bir ve her seferinde farkli Ureticilerden ol-
mak Uzere ve her bir numuneden 100’er gram olacak
sekilde alindi. Laboratuvara getirildi ve analizleri ya-
pilincaya kadar buzdolabinda saklandi.

Mikrobiyolojik analiz

Mikrobiyolojik analiz igin baharat érnekleri bir parcala-
yicinin (Stomacher 400, United Kingdom) 6zel torba-
sinda 10 g tartildi ve Uzerine steril %0.1 peptonwater
¢ozeltisinden 90 mL ilave edilerek pargalayicida ho-
mojen hale getirildi. Boylece 6rnegin 10™"lik (1/10)
dilisyonu hazirlandi. Bu dilisyondan ayni seyrelticiyi
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kullanmak suretiyle 6rnegin 10%a kadar diger seyrel-
tileri yapildi. Orneklerin her seyreltisinden 1’er mL
kullanilarak cift seri halinde dokme plak metoduyla
ekimleri yapildi ve inkUbasyon suresi sonunda 30-
300 koloni iceren plaklar degerlendirildi (2,11).

Numunelerdeki toplam mezofilik aerob mikroorganiz-
malarin sayimi igin Plate Count Agar (20), koliform
grubu bakterilerin sayimi i¢in ise Violet Red Bile Agar
(11), Staphylococcus-Micrococcus mikroorganizmala-
rin sayimlar icin Mannitol Salt Agar (23), maya—kuf
sayimi igin Rose Bengal Chloramphenicol (12), lakto-
basillerin sayiminda de Man Rogosa Sharpe Agar
(2), Enterobacteriaceae sayimi igin Violet Red Bile
Glucose Agar (13) besi yeri kullanildi. Aerob sporlu
mezofiller igin 6rneklerin %10’luk dillisyonu 80°C’de
10 dakika bekletildikten sonra derhal sogutularak
Plate Count Agar besiyerine ekimleri yapildi (11).
Mezofilik anaerob sporlu bakterilerin sayimi igin ise
ayni 1sil igleme tabii tutulan &érneklerden Tryptose
Sulphite Cycloserine Agara ekimler yapilarak petri
kutulari anaerobik jar igerisinde 37°C’de 24-48 saat
inkibe edildi (2). Escherichia coli sayimi igin Trypto-
ne Bile X-Glucuronide medium besi yeri kullanildi.
30°C’de 4 saat, daha sonra 44°C’de 18 saat inklibe
edildikten sonra plaklarin sayimlari yapildi (14). Koa-
gulaz pozitif S. aureus sayimi icin Baird Parker Agar
besi yeri kullanildi. Koagulaz test sonucu pozitif olan
kolonilerin sayisi siipheli kolonilerin sayisiyla ¢arpilip,
5’e bolinerek koagulaz pozitif S. aureus’un sayisi
belirlendi (15,19).

Istatistiksel analiz

Mikrobiyolojik analizler sonucu elde edilen veriler
logaritmaya cevrildi ve ortalama degerler ile standart
sapma degerleri tespit edildi. Ayrica 6rneklerde tespit
edilen mikroorganizma ve mikroorganizma gruplari-
nin birbirleri ile olan iligkilerini ortaya koymak amaciy-
la Pearson korelasyon analizi yapildi. Korelasyon
analizleri icin SPSS paket programi (Versiyonu 21)
kullanildi (8).

Bulgular

Baharat érneklerine ait mikrobiyolojik analiz bulgulari
Tablo 1'de 6zel ve genel mikroorganizmalarin dagil-
mina ait analiz sonuglari Tablo 2-5’de ve korelasyon
katsayilari ise Tablo 6’da gosterilmektedir. Buna go-
re; istatiksel olarak karabiber 6rneklerinde TMAB ile
Staphylococcus-Micrococcus, maya-kuf ve A. Sporlu
mikroorganizmalar arasinda (P<0.001), kimyon or-
neklerinde TMAB ile koliform ve LLP arasinda
(P<0.001), kirmizi toz biber 6rneklerinde TMAB ile A.
sporlu mikroorganizmalar arasinda (P<0.001) ve kir-
mizi pul biber Orneklerinde  Staphylococcus-
Micrococcus ile Enterobacteriaceae arasinda gigli
bir korelasyon oldugu tespit edildi (P<0.001) (Tablo
6).
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Tablo 1. Baharat érneklerinin mikrobiyolojik analiz bulgulari (ortalama + standart sapma)

Gilsim OKSUZTEPE

Ornek
Mikroorganizma Ogltiimis Kirmizi Toz Kirmizi Pul Kimyon
Karabiber Biber Biber
Minimum 5.10 3.00 4.00 3.00
TMAB Maksimum 9.00 7.60 7.26 7.80
Ortalama 7.50+0.96 5.92+1.25 5.80+£1.12 5.45+1.44
+
Standart Sapma
Minimum 1.00 1.00 1.00 1.00
Koliform Maksimum 5.46 3.10 3.46 5.00
Ortalama 3.54+1.36 2.03+0.73 2.13+0.78 3.39+1.15
+
Standart Sapma
Minimum 3.50 2.00 2.00 2.36
Staphylococcus- Maksimum 7.82 5.90 5.32 7.26
Micrococcus Ortalama 5.52+1.23 4.22+0.97 4.01+0.97 4.89+1.49
+
Standart Sapma
Minimum 2.00 1.00 1.00 1.00
Maya-Kuf Maksimum 4.90 5.20 4.00 3.92
Ortalama 3.13+0.80 3.40+1.25 2.81+0.90 2.44+0.82
+
Standart Sapma
Minimum 3.52 2.35 2.16 1.16
Lactobacillus- Maksimum 7.70 6.12 6.75 6.49
Leuconostoc- Ortalama 5.79+1.26 4.27+1.15 4.77+1.24 4.21+1.58
Pediococcus +
Standart Sapma
Minimum 1.00 1.00 1.00 1.00
Enterobacteriaceae Maksimum 6.40 4.80 4.70 3.40
Ortalama 4.02+1.26 3.22+0.98 3.02+1.19 2.34+0.73
+
Standart Sapma
Minimum 2.00 2.20 2.00 2.66
Aerob Sporlu Mezo- Maksimum 6.00 6.00 5.60 6.30
filler Ortalama 4.28+1.23 4.40+1.03 4.09+1.00 4.89+1.06
+
Standart Sapma
Minimum 1.10 1.00 1.00 1.00
Anaerob Sporlu Me- Maksimum 5.70 5.75 5.12 4.72
zofiller Ortalama 3.05+1.22 3.1241.43 3.37£1.45 2.70+1.27
+
Standart Sapma
Minimum 1.00 1.00 1.00 1.00
E. coli Maksimum 1.68 1.10 1.00 1.52
Ortalama 1.17+0.34 1.06+0.05 1.00+0.00 1.17+0.24
+
Standart Sapma
Minimum <1.00 <1.00 <1.00 <1.00
S. aureus Maksimum <1.00 <1.00 <1.00 <1.00
Ortalama <1.00 <1.00 <1.00 <1.00
+
Standart Sapma
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Tablo 2. Ogiitiiimiis karabiberde genel ve dzel mikroorganizmalarin dagiimi (log1o kob/g)
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Mikroorganizma

<1.0 1.0-1.99 2.0-2.99 3.0-3.99 4.0-4.99 5.0-5.99 >6.00*
n % n % n % n % n % % n %
TMAB* - - - - - - - - - - 3 10 2 90
7
Koliform - - 3 10 5 166 1 333 5 166 7 233 - -
7 0 3 7 3
Staph.-Micrococ - - - - - - 3 10 8 266 5 166 1 46.6
7 7 4 7
Maya-Kuif - - - - 9 30 1 533 5 166 - - - -
6 3 7
Lac.-Leu.-Pedio. - - - - - - 1 333 7 233 9 30 1 433
3 3 3
Enterobacteriaceae - - 2 667 2 6.67 8 26.6 1 333 6 20 2 6.67
7 0 3
A. Sporlu Mezofil - - - - 4 133 7 233 5 166 1 40 2 6.67
3 3 7 2
An. Sporlu Mezofil - - 5 166 9 30 9 30 4 133 3 10 - -
7 3
E.coli 2 866 4 133 - - - - - - - - - -
6 7 3
S. aureus 3 100 - - - - - - - - - - - -
0
*TMAB sayisinin Turk Gida Kodeksi Limitlerinden fazla olan numuneleri ifade etmektedir
Tablo 3. Kirmizi toz biberde genel ve 6zel mikroorganizmalarin dagilimi (log+o kob/g)
<1.0 1.0-1.99 2.0-2.99 3.0-3.99 4.0-4.99 5.0-5.99 >6.00
Mikroorganizma n % n % n % n % n % n % n %
Toplam  Mezofilik 26.6 1 53.3
Aerob - - - - - - 3 10 3 10 8 7 6 3
Koliform 1 366 1 46.6 16.6
- - 1 7 4 7 5 7 - - - - - -
Staph.-MinOCOC 13.3 23.3 1 33.3
- - - - 4 3 7 3 0 3 9 30 - -
.. 16.6 13.3
Maya-Kf - - 5 7 3 10 9 30 9 30 4 3 - -
Lac.-Leu.-Pedio. 23.3 26.6
- - - - 3 10 7 3 8 7 2 40 - -
Enterobacteriaceae 16.6 1 233
- - 3 10 5 7 5 50 7 3 - - - -
A. Sporlu Mezofil 166 1 333 1 333
- - - - 3 10 5 7 0 3 0 3 2 6.67
An. Sporlu Mezofil 233 26.6 233
- - 7 3 8 7 7 3 2 6.67 6 20 - -
E.coli 2
7 90 3 10 - - - - - - - - - -
S. aureus 3 10
0 0 - - - - - - - - - - - -
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Tablo 4. Kirmizi pul biberde genel ve 6zel mikroorganizmalarin dagilimi (log+o kob/g)

Gilsim OKSUZTEPE

Mikroorganizma <1.0 1.0-1.99 2.0-2.99 3.0-3.99 4.0-4.99 5.0-5.99 >6.00
n % n % n % n % n % n % n %
TMAB 233 1 56.6
- - - - - - - - 6 20 7 3 7 7
Koliform 1 333 1 43.3 23.3
- - 0 3 3 3 7 3 - - - - - -
Staph.-Micrococ 13.3 266 1 33.3 26.6
- - - - 4 3 8 7 0 3 8 7
Maya-Kuf 133 1 366 1 36.6 13.3
- - 4 3 1 7 1 7 4 3 - - - -
Lac.-Leu.-Pedio. 26.6 1 46.6
- - - - 2 667 6 667 8 7 4 7
Enterobacteria-
ceae - - 6 20 6 20 9 30 9 30 - -
A. Sporlu Mezofil 1 333 26.6
- - - - 3 10 0 3 8 7 9 30
An. Sporlu Mezofil 23.3 1 36.6
- - 7 3 3 10 6 20 1 7 3 10 - -
E.coli 2 933
8 3 2 667 - - - - - - - - - -
S. aureus 3
0 100 - - - - - - - - - - - -
Tablo 5. Kimyonda genel ve 6zel mikroorganizmalarin dagilimi (log+o kob/g)
Mikroorga- <10 10199 20299  3.0-399 40499  5.0-5.99 >6.00
nizma
n % n % n % n % n % n % n %
TMAB 23.3 13.3 43.3
- - - - - - 7 3 4 3 6 20 13 3
Koliform 13.3 266 1 33.3
- - 4 3 6 20 8 7 0 3 2 6.67 - -
Staph.- 16.6 233
Micrococ - - - - 3 10 6 20 5 7‘ 7 3' 9 30
Maya-Kut ) ., 283 1 433 ., 33
3 3 3 3
Lac.-Leu.- 16.6 13.3 133 1 33.3 13.3
Pedio. - -3 105 4 T 4 g g 3 43
Enterobacte- 233 1 26.6
riaceae - - 7 3 5 50 8 7 ) ) ) ) . .
A. Sporlu 16.6 23.3 1 36.6 16.6
Mezofil - S AL AN A S TS A R
An.  Sporlu 7 23.3 8 26.6
Mezofil - - 3 7 B ) ) ) ) ) . .
E.coli o5 8333 5 16;.6 ) ) _ ) ) } ) ) ) i}
S. aureus 30 100 - - - - Tartismave Sonug - - - - -
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Tablo 6. incelenen numunelerde mikrobiyolojik analiz sonuglari arasindaki pearson korelasyon katsayilari (r)

Nu- Mikroorga- Koli- Staph- Lac-Leu- Entero-
mune nizma form Micro. Maya-Kiuf  A. Sporlu Pedio. bac.
TMAB 0.443* 0.660*** 0.618** 0.669*** 0.285 0.419*
Koliform 0.435* 0.418* 0.636*** 0.340 0.405*
Kara- Staph-Micro. 0.545** 0.738*** 0.502** 0.079
biber Maya-Kuf 0.530** 0.399* 0.330
A. Sporlu 0.277 0.391*
Lac-Leu- 0.209
Pedio.
0.686**
TMAB * 0.418* 0.159 0.216 0.555*** 0.152
Koliform 0.464** 0.114 0.242 0.503** 0.306
Kim-  Staph-Micro. 0.356 0.551** 0.331 0.172
yon Maya-Kuf 0.109 0.015 -0.323
A. Sporlu 0.024 0.330
Lac-Leu-
Pedio. 0.284
TMAB 0.131 0.316 0.257 0.722** 0.300 -0.429*
Koliform -0.021 0.361* 0.137 0.114 0.170
Kirmi-  Staph-Micro. 0.155 0.371* 0.464** -0.086
zi Toz Maya-Kif 0.240 0.163 0.339
Biber  A. Sporlu 0.509** -0.234
Lac-Leu-
Pedio. 0.218
TMAB 0.363* 0.132 0.106 0.103 0.000 0.194
Koliform 0.516** 0.118 0.168 0.082 0.505**
Kirmi-  Staph-Micro. 0.265 0.372* 0.212 0.554***
zi Pul  Maya-Kuf 0.551** 0.150 0.194
Biber  A. Sporlu 0.206 0.393*
Lac-Leu-
Pedio. 0.369*

* Qnem derecesi (P<0.05) Orta derecede korelasyon (r: 0.40-0.69).
**: Onem derecesi (P<0.01) GUglu derecede korelasyon (r: 0.70-0.89).
***:0Onem derecesi (P<0.001) Cok gi¢li korelasyon (r:0.90-1.00).

Gida sektoriinde oldukga genis bir alanda kullaniima
imkani bulan baharatlarin mikrobiyal yikleri ilave
edildikleri Grlnlerin kalitelerini direkt olarak etkilemek-
tedir. Yapilan mikrobiyolojik analiz sonuglarina goére
toplam mezofilik aerob bakteri sayisi ortalama olarak
(log1o kob/g) 6gutiimis karabiberde 7.50, kirmizi toz
biberde 5.92, kirmizi pul biberde 5.80 ve kimyonda
ise 5.45 olarak tespit edildi (Tablo 1). Tirk Gida Ko-
deksi Baharatlar Tebligi'ne (29) gére baharatlarda
bulunmasina izin verilen toplam mezofilik aerob bak-
teri sayisi maksimum 10° kob/g’dir. Buna gére incele-
nen 6gutilmis karabiberin 27 tanesi (%90), kirmizi
toz biberin 16 tanesi (%53.33), kirmizi pul biberin 17
tanesi (%56.67) ve kimyonun ise 13 tanesinin (%
43.33) kodekse uygun olmadigi goruldu (Tablo 2-5).
Karabiberde tespit edilen ortalama deger gerek yurt
digi (6.00 - 7.40) (1,25,26) ve gerekse yurt icinde
(4.86 - 7.41) (17,27,30) yapilan galismalarda elde
edilen degerlerden yiiksek bulundu. Kirmizi toz biber
ve kirmizi pul biberde saptanan ortalama degerlerin
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Ulukanh ve ark.’nin (30) bulduklari degerden (4.84)
yuksek ancak hem yurt diginda yapilan ¢alismalarda
(3, 4) (7.31 ve 6.50) ve hem de yurt iginde yapilan
calismalarda (6,7,17,27,32) tespit edilen degerlerden
(6.00-7.41) ise dusuk seviyelerde bulundu. Kimyon
orneklerinde bulunan ortalama degerin bazi arastir-
macilarin (9,27,32) bulgulariyla hemen hemen uyum
icerisinde oldugu (5.59, 5.00, 5.00) ancak diger aras-
tirmacilarin (3,4,7) bulgularindan (6.50, 6.45, 6.00)
ise kismen daha disiik seviyelerde oldugu goruldu.
Kimyon 6rneklerinde kontaminasyon dizeyinin dusiik
seviyelerde olmasi kimyonun antimikrobiyal etkisin-
den kaynaklanmis olabilir (3,6).

Koliform grubu bakteriler hijyen indikatort olarak bili-
nen bakterilerdir. incelenen baharat érneklerinin ta-
maminda bu grup bakterilere rastlaniimigtir. Ortalama
olarak (logsokob/g) 6gitilmuis karabiberde 3.54, kir-
mizi toz biberde 2.03, kirmizi pul biberde 2.13 ve
kimyonda ise 3.39 olarak belirlendi (Tablo 1). En yuk-
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sek dagilimlara bakildigi zaman 6gutilmus karabiber
orneklerinin 7 tanesinde (%23.33), kimyon Ornekleri-
nin ise 2 tanesinde (%6.67) logsokob/g olarak 5.0-
5.99 araliginda; kirmizi toz biber érneklerinin 5 tane-
sinde (%16.67) ve kirmizi pul biber drneklerinin ise 7
tanesinde (%23.33) logso kob/g olarak 3.0-3.99 arali-
ginda koloni tespit edildi (Tablo 2-5). Elde edilen de-
gerlerin Erol ve ark.’nin (6) bulduklari degerlerden(%
88) daha dustik seviyelerde oldugu goruldi. Kirmizi
toz biberin %63.34 ile kirmizi pul biberin %
66.66'sinda koliform grubu bakterilerin 2.00-6.00
logipkob/g arasinda bulunmasi Muhammed ve ark
tarafindan yapilan bir galismada (21) tespit edilen
bulgularla benzerlik arz etmektedir (kirmizi biber or-
neklerinin %53’lGnde). Karabiberde saptanan ortala-
ma degerin Garcia ve ark.’nin (9) bulduklari degerden
disik (3.00) ancak diger bazi arastirmacilarin
(4,7,10,17,27,30,32) bulduklari degerlerden (3.60,
3.69, 3.79, 3.98, 4.00, 4.52, 4.97) ise nispeten daha
az seviyelerde oldugu goérildi. Kimyon érneklerindeki
koliform bakteri dagihmina bakildiginda érneklerin %
60’nin 1.00-4.00 log+o kob/g arasinda bakteri ile kon-
tamine oldugu saptandi (Tablo 5). Bu sonucun 13-
dirda yapilan bir galismada (30) incelenen kimyon
orneklerinin  %94.7’sinin ayni seviyede bakteri ile
kontamine olmus olmasi sonucundan oldukga farkli
oldugu gorilmektedir. Koliform grubu bakterilerin
varlii ve kontaminasyon duzeyleri diger calisma
bulgulariyla karsilastirildiginda farkliklar muhtemelen
alinan orneklerin orijinlerinin farkh olmasindan, Grin-
lerin isleme ve depolama sartlarindan ve tiketime
sunus sekillerinden (agikta veya kapali ambalajlarda)
kaynaklanmis olabilir (6,10).

Staphylococcus-Micrococcus sayilari ortalama olarak
siraslyla logiy kob/g bakimindan 6gutiimis karabi-
berde 5.52, kirmizi toz biberde 4.22, kirmizi pul bi-
berde 4.01 ve kimyonda ise 4.89 olarak saptandi
(Tablo 1). Ogiitilmiis karabiberde saptanan degerle-
rin bazi arastirmacilarin (7,27) degerleriyle (4-5, 5-6
log1p kob/g) benzerlik gosterdigi belirlendi. Bu grup
mikroorganizmalarin genel dagilimlarina bakildiginda
ogutlimis karabiber drneklerinin 14 tanesinde (%
46.67) ve kimyon orneklerinin ise 9 tanesinde (%30)
bakteri sayisinin >6.0 log+o kob/g (izerinde oldugu
tespit edildi (Tablo 2 ve Tablo 5). Ogiitiilmiis karabi-
ber érneklerinin %36.67’si, kirmizi toz biber drnekleri-
nin %56.67’si, kirmizi pul biber érneklerinin %23.33’G
ve kimyon &rneklerinin ise %36.67’sinin 3-5 logqo kob/
g arasinda bakteri ile kontamine oldugu belirlendi
(Tablo 2-5). Elde edilen bu sonuglarin bazi aragtirma-
cilarin (6, 30) bulgulariyla benzerlik arz ettigi géraldu.
Ogutiilmiis karabiber ve kimyon érneklerinde sayinin
yiksek c¢ikmasi muhtemelen numunelerin hazirlan-
masi esnasinda yetersiz personel hijyeni olmasindan
kaynaklanmig olabilir.

Maya ve kufler gidalarin bozulmalarinda énemli rol
oynayan bakteri grubundan sayilmaktadirlar. Ortala-
ma olarak logiy kob/g bakimindan sirasiyla 6gutul-

Gilsim OKSUZTEPE

mis karabiberde 3.13, kirmizi toz biberde 3.40, kir-
mizi pul biberde 2.81 ve kimyonda ise 2.44 olarak
belirlendi (Tablo 1). Elde edilen bu sonuglarin bazi
arastirmacilarin (6,7,27,32) bulgulanyla (3, 3-4, 2-4, 3
log1o kob/g) benzerlik gosterdigi ancak diger arastir-
macilarin (4,10,30) bulgularindan (4-5, 4-5, >4 logqo
kob/g) ise daha dislk seviyelerde olduklari gorilda.
Turk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Baharatlar
Tebligi'ne (29) gore incelenen numunelerin tamamin-
da olmasi gereken maksimum say!i olan 2 log+o kob/g
seviyesine gore incelenen 6gutulmus baharat drnek-
lerinin tamami (%100), kirmizi toz biber érneklerinin
%83.33’0, kirmizi pul biber érneklerinin %86.67’si ve
kimyon &rneklerinin ise %76.66’s1 tlketime uygun
degildir (Tablo 2-5). Maya- kif sayilarinin yiksek
¢ikmasi muhtemelen baharatlarin Uretildigi, muhafa-
za edildigi yerlerin hijyenik olmamasindan ve urinle-
rin agikta olarak satisa sunulmus olmasindan kay-
naklanmis olabilir.

Lactobacillus-Leuconostoc-Pediococcus  mikroorga-
nizmalari Urlnlerin lezzet ve aromalar Uzerine etkili
olan bakteri grubundandirlar. Bu grup mikroorganiz-
malarin sayilari ortalama olarak logqo kob/g bakimin-
dan 6gutilmus karabiber drneklerinde 5.79, kirmizi
toz biber 6rneklerinde 4.27, kirmizi pul biber érnekle-
rinde 4.77 ve kimyon oOrneklerinde ise 4.21 olarak
bulundu (Tablo 1). Ayrica incelenen 6gitilmis kara-
biber érneklerinin 13 tanesinde (%43.33) ve kimyon
orneklerinin ise 4 tanesinde (%13.33) sayinin >6 log+o
kob/g oldugu belirlendi (Tablo 2 ve Tablo 5). Baharat-
larin fermente et Urinlerinde kullaniliyor olmasindan
dolayl bu grup bakteri sayisinin yiksek ¢ikmasi bir
avantaj olarak gortlebilir.

Enterobacteriaeceae’lar hijyenik kalitenin énemli bir
gbstergesi olarak kabul edilmektedirler. Uriinlerin
mikrobiyal kaliteleri hakkinda fikir verirler. Ortalama
olarak sirasiyla (logiokob/g) ogutiimis karabiberde
4.02, kirmizi toz biberde 3.22, kirmizi pul biberde
3.02 ve kimyonda ise 2.34 olarak bulundu (Tablo 1).
Ogltiimus karabiber érneklerinin % 6.67’sinde >6.0
logio kob/g %60'da ise 3-5 logykob/g olarak belirlen-
di (Tablo 2). Bu sayinin Ulukanli ve ark.’nin (30) belir-
ledigi degerden (%26) yiksek Erol ve ark.nin (6)
belirledikleri degerden (%76) ise dislk oldugu goril-
di. Incelenen kirmizi toz biber 6érneklerinin %
73.33'de kirmizi pul biber 6rneklerinin ise %60’inda
bu grup mikroorganizmalarin 3-5 logkob/g diizeyin-
de dagihm gdsterdigi belirlendi (Tablo 3 ve 4). Bu
sonucun Ulukanh ve ark.’nin (30) bulduklari degerden
(%16) oldukca yiksek seviyede oldugu belirlendi.
Yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglar baharatla-
rin muhtemelen uygun olmayan sartlarda Uretilmis
oldugunu ve uygun olmayan c¢evre kosullarinda mu-
hafaza edildigine isaret etmektedir.

Aerob sporlu mezofiller sirasiyla ortalama olarak
(log1o kob/g) 6gutulmis karabiber 6rneklerinde 4.28
olarak belirlendi (Tablo 1). Bu degerin Erol ve ark.’nin
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(6) bulduklari 6.34 degerinden disik seviyelerde
oldugu gorulmektedir. Kirmizi toz biber érneklerinde
4.40, kirmizi pul biber 6rneklerinde 4.09 ve kimyon
orneklerinde ise 4.89 olarak saptandi (Tablo 2-5).
Tespit edilen bu degerlerin Erol ve ark.’nin (6) bul-
duklari degerlerden (5.79, 5.53, 5.76) oldukca disuk
seviyelerde oldugu gériilmektedir. Incelenen 6gitiil-
mis karabiber ve kirmizi toz biber orneklerinin %
6.67'de kimyon Orneklerinin ise %16.67'de >6 logo
kob/g seviyelerinde bulundu. Tespit edilen bu konta-
minasyon dizeylerinin bazi galismalarla (6,27,28,30)
uyum icerisinde oldugu gbézlemlendi.

Anaerob sporlu mezofiller ortalama olarak (log1o kob/
g) 6gutilmus karabiber drneklerinde 3.05, kirmizi toz
biber érneklerinde 3.12, kirmizi pul biber érneklerinde
3.37 ve kimyon dOrneklerinde ise 2.70 olarak saptandi
(Tablo 1). Incelenen baharat érneklerinden kimyon
hari¢ digerlerinde bu grup mikroorganizmalarin 1-6
log1o kob/g arasinda seyrettigi goriildi (Tablo 2-5). Bu
degerlerin Ulukanli ve ark.’nin (30) bulduklar 2-5
logo kob/g degerlerinden nispeten ylksek seviyeler-
de oldugu belirlendi. Kimyon o6rneklerinin  %50°de
diger baharat cesitlerinin ise tamaminda anaerob
sporlu mezofiller treme gosterdi.

E. coli hijyen indikatoru olarak kabul edilen bir bakte-
ridir. dort tane 6gutilmas karabiber, ¢ tane kirmizi
toz biber, iki tane kirmizi pul biber ve bes tane kim-
yon orneginde E. coli tespit edildi. Ortalama olarak
sirasiyla (log+o kob/g) 6gitilmis karabiber érneklerin-
de 1.17, kirmizi toz biber o6rneklerinde 1.06, kirmizi
pul biber érneklerinde 1.00 ve kimyon &rneklerinde
ise 1.17 diizeyinde bulundu (Tablo 1). Bu bakteri ile
olan kontaminasyon dlzeyi bazi arastirmacilarin
(4,6,30) bulgularindan oldukga yliksek olmasina rag-
men bazi arastirmacilarin (3,9) bulgularindan ise
daha az seviyelerdeydi. S6z konusu olan bu farkhlik-
lar muhtemelen alinan numunelerin orijinlerinin farkl
olmasindan, isleme ve muhafaza kosullarindan, ba-
haratlarin batun, toz ya da 6gutiimis olma durumla-
rindan, tuketime sunus sekillerinden ve 6rnekleme
yontemlerinin farkliligindan kaynaklanmigs olabilir.

incelenen tiim baharat érneklerinin hig birinde koagu-
laz pozitif S. aureus’a rastlaniimamistir. Elde edilen
bu sonucun bir¢ok galisma (4,6,10,17,32) sonuglariy-
la uyum igerisinde oldugu gérilmektedir (Tablo 1-6).
Ancak bu sonug¢ Tekirdag ve Afyonkarahisar'da sati-
sa sunulan baharat érneklerinde S. aureus’a rastladi-
gini bildiren Coskun (5) ile Kara ve ark.’nin (16) so-
nuglarindan farklilik arz etmektedir.

Sonug olarak; incelenen baharat érneklerinin mikrobi-
yolojik kalitelerinin disik oldugu ve acikta satilan
baharatlarin halk sagligi bakimindan risk teskil edebi-
lecek diizeyde ve tlrde bakteri ile kontamine oldugu
ve bu nedenle s6z konusu olan bu durumun tehlike
arz edebilecedi kanaatine varildi. Bu sebeplerden
dolay! baharatlarin agikta satilmasinin yasaklanmasi,
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uygun ambalaj materyallerinde saklanmasi, Uretim-
den tiketime kadar olan tim asamalarin endustriyel
ortamlar ve HACCP kurallarina uygun olarak yapil-
masi tavsiye edilmektedir.
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Ozet: Bu calismada, tereyadi ve kaymak orneklerinde aflatoksin My'in (AFM,) varligi ve diizeylerinin arastiriimasi
amaglandi. Calismada rastgele alinan 100 érnek (50 tereyagi ve 50 kaymak) Enzyme-Linked immune Sorbent Assay
(ELISA) teknigi ile analiz edildi. incelenen érneklerin tamaminda (%100) AFM; bulunmustur. AFM, kontaminasyon
seviyeleri, tereyagl ve kaymak orneklerinde sirasiyla 6.58-128.69 ng/kg ve 5.70-26.62 ng/kg arasinda tespit edildi.
Sadece bir (%2) tereyad: 6rnegindeki AFM; konsantrasyonunun Tuirk Gida Kodeksinin belirledigi maksimum yasal
sinirlarin Gzerinde oldugu tespit edildi. Sonug olarak, tereyadi ve kaymaktaki AFM4 varligi muhtemel bir halk saghgi
problemi olarak dusunulebilir. Bu nedenle, sut ve sut trtinleri, AFM4 kontaminasyonu varligi yénunden surekli izlenme-
lidir.

Anahtar kelimeler: AFM,, ELISA, kaymak, tereyagi

Presence of Aflatoxin M, in Sales as Retail Cream and Butter
Summary: The aim of this study was to investigate the presence and level of aflatoxin M4 (AFM,) in butter and cream
samples. In this study, 100 samples (50 butter and 50 cream) obtained by random sampling method were analyzed by
Enzyme-Linked Immune Sorbent Assay (ELISA) technique. AFM, were found in all of the samples examined (100%).
The AFM; contamination levels in butter and cream samples ranged from 6.58 to 128.69 ng/kg and 5.70 to 26.62 ng/
kg, respectively. In only one (2 %) of butter samples, AFM; concentration exceeded the maximum legal limits accord-
ing to Turkish Food Codex. In conclusion, the occurrence of AFM; in the butter and cream may be considered as a
possible public health problem. Therefore, milk and milk products have to be monitored continuously for the presence

of AFM; contamination.
Key words: AFM,, butter, cream, ELISA

Girig

Kufler, ortam sicakligi ve rutubetin uygun oldugu ko-
sullarda besin maddelerinde Ureyerek urinun bozul-
masina neden olmalarinin yani sira, insan saghgini
olumsuz yénde etkileyen teratojenik, karsinojenik ve
mutajenik etkili toksik metabolitler (mikotoksin) olus-
turmaktadirlar (10,24). Bilinen baslica fungal toksin-
ler; aflatoksinler, okratoksinler, zearalenon, sitrinin,
patulin, kojik asit, sterigmatosistin, trikotesenler, Peni-
cillium roqueforti toksini (PR toksin), penisillik asit,
sporidesmin, ergot alkaloidleri, streoviridin, alterna-
riol, tenuazonik asit, rubratoksinler, sikloklorotin, lute-
osikrin, tremorin A ve okzalik asittir (14,24). Aflatok-
sinler kimyasal olarak difurokumarosiklopentenon ve
difurokumarolakton grubunda bulunan, bifuran halka-
si ve lakton bagi iceren nispeten dustik molekul agir-
liklarina sahip kumarin derivatlaridir (9) ve basta As-
pergillus flavus ve Aspergillus parasiticus, Rhizopus
ve bazi Penicillium tirleri tarafindan sentezlenen
mikotoksinlerdir. Belirlenmis 13 tir aflatoksinden 5'i
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gida driinlerinde tespit edilebilmektedir. insan ve hay-
vanlarda akut ve kronik zehirlenmelere neden olan bu
metabolitler, aflatoksin B4, B;, Gy, Gz, Mq'dir (10).
Aflatoksin M1 (AFMy), laktasyondaki hayvanlarin Af-
latoksin B1 iceren yemleri tUketmesinden sonra kara-
cigerde metabolize olarak dénuserek sut ile atilmak-
tadir (2). Aflatoksinler, st Grlnleri yapimi esnasinda
uygulanan isitma iglemi ya da tuz ilave edilmesi gibi
prosedirlerden etkilenmemektedir. Dolayisi ile bu
toksin st ve sit drinlerinde (siklikla peynir, yogurt,
sut tozu, dislk oranla tereyagi) bulunabilmektedir.
Yapilan literatir taramalarinda tereyaginda aflatoksi-
nin suda ¢Ozlnebilme Ozelliginden ve kazeine olan
affinitesinden dolay: diger sut Urtnlerine gore daha
az bulundugu belirtiimektedir. AFM, ile kontamine
olmus kremadan tereyagi uretimi sirasinda mikotoksi-
nin blyik bir gogunlugunun yikama suyuna gegctigi
belirtilmistir (8,20,29). Turk Gida Kodeksi Gida Mad-
delerinde Belirli Bulaganlarin Maksimum Seviyelerinin
Belirlenmesi Hakkinda Teblig’'de (28) sut Uriinlerinde
AFM; igin belirlemis oldugu maksimum limit 50 ng/kg
olarak bildirilmektedir. Sut ve Urinleri, bebekler, em-
ziren anneler, ¢cocuklar, yaslilar ile sit ve Urinleri ile
beslenen yavru hayvanlar i¢in temel besin kaynagi
oldugundan, bu Urtinlerdeki AFM; miktarlari 6nemlidir
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(2,24). Uluslararasi Kanser Arastirma Kurulusu
(IARC) tarafindan AFB/'in 1. derecede, AFMy'in ise 2.
derecede kanserojen madde sinifina alinmasi sit ve
drlinlerinin aflatoksinlerle kontamine olmasinin halk
sagligr acisindan risk olusturdugunu gdstermektedir
(13). Yuksek miktarda aflatoksin alimina bagli olarak
olusan akut formda, siddetli karaciger hasarini taki-
ben siddetli intoksikasyona bagli solunum guglugu,
kanl ishal, doku ve organlarda kanamalar ve 6lim;
subakut formda sarilik, bagirsaklarda kanama, trom-
bosit sayisinda azalma ve karaciger hasari gérilmek-
tedir (2,10,24). Bu galismada, Kayseri ili ve ilgelerin-
de tuketilen kaymak ve tereyadi érneklerinde AFM;
kalinti diizeylerinin tespit edilmesi amacglanmigtir.

Gereg ve Yontem
Ornekler

Calisma kapsaminda, Kayseri'deki agik pazar yerle-
rinden rastgele alinan yaklasik 200-250 gr tereyagdi
(50 adet) ve kaymak (50 adet) olmak Uzere toplam
100 adet yag 6rnegi materyal olarak kullanildi. Or-
nekler soguk zincir altinda laboratuvara getirilerek
analiz edildi.

Orneklerin ekstraksiyonu

Calismada, analiz edilen 6rneklerin ekstraksiyon pro-
sedurl kullanilan test kitindeki (RIDASCREEN Afla-
toxin M4, R-Biopharm, Art. No: R1111, Almanya) ure-
tici firma talimatlarina gére gerceklestirildi. Ozetle, 37
°C’ye ayarlanmis su banyosunda (Nive®, BM401,
Turkiye) eritilen 5 gr yag 6rnegine 25 mL (%70’lik)
metanol ilave edilerek 40°C‘de sicak su banyosunda
inkube edildi. Daha sonra, karisim yavasca oda si-
cakhginda 10 dakika karistirarak ekstrakte edildi.

Erciyes Univ Vet Fak Derg 16(3), 213-217 2019

ELISA Test Prosediirii

AFM; standart solisyon ve hazirlanan 6rneklerden
100’er pL alinarak ayri mikrotitre plaka kuyucuklarina
eklendi ve karanlikta oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edildi. Bu slre sonunda mikrotitre plaka ELISA oto-
matik yikayicida (ELX 50, Bio-Tek Instruments,
ABD.) iki kez yikatildi. Bir sonraki asamada, her bir
kuyucuga 100’er pL enzim konjugat ilave edilerek 22-
25 °C’de karanlk ortamda 15 dakika bekletildi ve
kuyucuklar tekrar otomatik yikayicida t¢ kez yikandi.
Daha sonra, her bir kuyucuga 50 pL substrat ve 50
pL kromojen ilave edildikten sonra nazikge karistirila-
rak oda isisinda, karanlk ortamda 15 dakika inklbe
edildi. En sonunda, her bir kuyucuga 100 pL stop
solisyonu koyularak mikrotiter plaka nazikge iyice
karistirildi ve ELISA otomatik okuyucuda (Thermo,
Finlandiya) 450 nm’de okutularak absorbanslar kay-
dedildi.

Sonuglarin degerlendirilmesi

Standart ve 6rnekler igin elde edilen absorbans de-
gerlerinin ortalama degerleri, sifir standardin absor-
bans degeri ile bélindi ve 100 ile garpildi. Sifir stan-
dart, % 100'e esit hale getirildi ve absorbans degerle-
ri, yizde cinsinden verildi. Standartlar igin hesapla-
nan degerler, semilogaritmik grafik kagidi Gizerine ng/
L (ppt) cinsinden AFM, konsantrasyonuna karsi koor-
dinatlar sistemine giriimesi, elde edilen konsantras-
yonlarin yag érnekleri icin belirlenen dilisyon katsayi-
sl ile carpilmasi islemleri, ELISA okuyucusu tarafin-
dan otomatik olarak gergeklestirildi (Tablo1, Sekil 1).
Analiz edilen her bir 6rnegin AFM; konsantrasyonu
egri Uzerinden ng/L cinsinden okundu. Ekstraksiyonu
yapilan tereyagi érnekleri igin dilisyon faktori 5 ola-
rak belirlendi.

Tablo 1. AFM, analizinde kullanilan standartlarin absorbans degderlerine gore elde edilen referans araliklari

Konsantrasyonlari

Ortalama Absor-

% Standart

Standart (ng/L) bans degeri Sapma (SS) %CV % B/BO
1 0 1.339 0.009 0.5 100.00
2 5 1.300 0.008 0.5 97.09
3 10 1.220 0.009 0.4 89.62
4 25 0.955 1.00 0.5 71.32
5 50 0.832 0.009 0.4 62.16
6 100 0.620 0.006 0.4 46.30

Eksrakt filtre (Whatman No:1, 125 mm) kagidindan
suzuldi ve 5 mL suzidlmus ¢ozeltiye 15 mL damitil-
mis su ve 0,25 mL Tween-20 ilavesinden sonra 2
dakika homojenize edildi. Homojenizasyon islemin-
den sonra, bu karisimin 20 mL'si ticari kitin kullanim
kilavuzuna gére kolondan (Rida Aflatoxin Column Art.
No: R5001/5002) gegirilerek temizlendi. Elde edilen
ellentten kit igerisinde bulunan Buffer 1 ile 1:9 ora-
ninda dilte edildi ve 100 pL’si AFM, analizi igin testte
kullanildi.
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Istatistiksel analizler

Calismada, tereyadi ve kaymak ornekleri arasinda
AFM; konsantrasyonu bakimindan farkliligin istatistik
Onem kontroli Student T test ile yapildi. Analizlerde
SPSS 22.0 paket program kullanildi.

Bulgular

Calisma siresince analiz edilen tereyagl ve kaymak
orneklerinin tamaminda AFM; tespit edildi. Tereyagi
numunelerinin 1’inde (% 2) ve Turk Gida Kodeksinin
(TGK) sut drdnleri igin belirlemis oldugu maksimum
limit olan 50 ng/kg'in Uzerinde AFM; tespit edildi
(Tablo 2). Calismada incelenen kaymak ve tereyagi
numunelerinde sirasiyla 5.70 ng/kg - 26.62 ng/kg,
6.58 ng/kg -128.69 ng/kg araliklarinda AFM; icerdigi
belirlendi. Analiz edilen érnekler arasinda AFM, kon-
santrasyonlari agisindan anlamh bir farkhlik belirlen-
medi (P=0.210, Tablo 3).

Tartisma ve Sonug

Farkli  uUlkelerde  yapillan  bircok calismada

Nuri Aydin OZKAN

affinitesinden dolayr %10 dulzeylerindeki ¢ok dusik
miktari yaga gecerken yaklasik %80’lerde olan buyik
bélimunin proteine baglanarak sitte kalmasina
(2,8,15,16,19) baglanabilir. Nitekim, Bakirci (8)
Van'da analiz ettidi 183 sut ve sut Grlinu 6rneklerin-
den tereyagi ve kaymak 6rneginin hepsinde AFM;
saptadigini, ancak tereyadi o6rneklerindeki mevcut
AFM¢’in 50 ng/kg’in altinda kaldigini vurgulamigtir ve
bu durumu; AFMy’in kimyasal yapisi ve kazeine olan
affinitesi ile iligkilendirmistir. Bu nedenle, hidrofilik
Ozellikte olan AFMy'in tereyaginda belirlenen duzeyi
halk sagligi acisindan énemli olabilir.

Bu calismaya benzer olarak Fallah (16), Ashraf (3),
Ozbek (23), Aygigek ve ark. (5) ve Var ve Kabak (29)
analiz ettikleri tereyagi 6rneklerinin AFM, bakimindan
sirasiyla; 3 (%9.6), 4 (%3), 4 (%8), 1(%3.7) ve 2 (%
20)’sinin kabul edilebilir maksimum limiti astigini bil-
dirmislerdir. Bununla birlikte, Magbool ve ark. (21)
tarafindan Pakistan’da 10 adet tereyagi orneginde
son derece diuslk duzeylerde (0.007 pg/L) AFM; ol-
dugunu bildirirken, Sakuma ve ark. (25), Aksoy ve
ark. (1), Ayyildiz (7) ve Demirer ve ark. (12) ise analiz

Tablo 2. Calismada incelenen 6rneklere ait AFM, diizeyleri

Orneklerdeki AFM1 dagilimi/(%)

Analiz Edilen Ornek Ornek Sayisi
<25 ng/kg 25-50 ng/kg >50ng/kg
Kaymak 50 49 (%98) 1(%2) -
Tereyag 50 48 (%96) 1(%2) 1(%2)
Toplam 100 97 (%97) 2(%2) 1(%1)

X + 5¢

. ortalamazstandart hata, min: minumum, max: maksimum

Tablo 3. Analiz edilen drneklerdeki AFM Konsantrasyonlari

AFM;, konsantrasyonlari (ng/kg)

Analiz Edilen Ornek

Min Max X + Sg istatistik 5nem kontrolii (P)
Kaymak (n=50) 5.70 26.620 9.870+0.47
Tereyadi (n=50) 6.58 128.69 13.01+2.44 0,210

(2,4,9,23,26) AFM, iceren sut ve sit Grunlerinin in-
sanlarda cesitli saglik risklerine neden oldugu bildiril-
mistir. AFM; igeren sit ve st Urdnlerini tliketen Kisi-
lerde (6zellikle bebek, cocuk ve yaslilar) toksikasyon
riskinin yiiksek oldugu belirtiimektedir (10,11).

Yapilan galismada incelenen yag érneklerinin hepsin-
de AFM; tespit edildi. Ancak, sadece bir (%2) tereya-
g1 6rneginde belirlen AFM1 dlizeyi (128.69 ng/kg)’'nin
sut Urdnleri igin belilenen maksimum tolerans seviye-
sinin (50 ng/kg) uzerinde oldugu tespit edildi (28). Bu
durum, AFMyin yadda ¢Oziinememesi ve kazeine

ettikleri tereyagi orneklerinin hicbirinde AFM; sapta-
madiklarini rapor etmiglerdir.

Bu calismadan farkli olarak Aygicek ve ark. (6), ince-
ledikleri 64 tereyadi Orneginin 52'sinde (%81) 10 -
2200 ng/kg araliginda AFM; belirlemislerdir. AFM;
belirlenen 52 tereyagdi 6rneginin 20’sinin (%31.25) 50
ng/kg'dan yiksek oldugunu vurgulamiglardir. Atase-
ver ve ark.(4) ise analiz ettikleri 89 tereyagi érneginin
66’sinin (%82.5) 10-121 ng/kg araliginda toksin icer-
digi ve 13 (%16.3) tereyagdi 6rnegindeki toksin dize-
yinin yasal limitin Uzerinde oldugunu saptamigslardir.
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Yine, Tekinsen ve Ugar (27) arastirdiklar 92 tereyagi
orneginin tamaminin AFM; igerdigini ve 26 (%28)
tereyagi 6rneginde AFM; konsantrasyonunun kabul
edilebilir maksimum limitten fazla oldugunu gdster-
miglerdir. Fakat, Yilmaz ve ark. (30) analiz ettikleri 27
adet tereyagdl orneginde 5.20-48.22 ng/kg aralijinda
AFM1 tespit etmigler ve Orneklerinin hepsinin kabul
edilebilir maksimum limitin altinda oldugunu rapor
etmislerdir.

Daha 6nce yapilan arastirmalar (1,4,6,7,12,21,25) ile
bu calisma arasindaki farkliliklar, érneklerin alindigi
mevsim ve cogdrafik kosullardan kaynaklanabilir
(8,16,26). Sut ve slt urunlerinde AFM; duzeyleri
cografik kosullardan ve mevsimsel degisikliklerden
etkilenmektedir (8,21). ilkbahar ve yaz mevsiminde
merada taze otlarla beslenen hayvanlardan elde edi-
len sit ve sit Grtnlerinin kisin kapall alanda kesif
yemle beslenen hayvanlardan elde edilenlere gore
daha dusik dizeyde AFM; icerdigi bildiriimistir
(8,15,18,22). Sonuglar arasindaki gesitlilik; tereyadi
yapiminda kullanilan sutlerdeki AFM, dlzeyleri ve
tereyagi yapim yontemlerindeki farkliliklardan, analiz
metotlardaki farkliliklardan (8,16), mandira ve satis
yapilan yerlerdeki hijyen durumu ve saklama kosulla-
rindaki farkhhklardan kaynaklanabilir (4,27).

Bu calismada, incelenen kaymak érneklerinde belirle-
nebilir dizeyde AFM; bulunmustur fakat orneklerin
higbirinde AFM; konsantrasyonunun 50 ng/kg’in lize-
rinde olmadigi gézlemlenmigstir. Yapilan literatir tara-
malarinda konu ile ilgili sadece Bakirci (8) ve Kara ve
ince (17) inceledikleri kaymak &rneklerinde yasal
sinirlarin altindaki dizeylerde AFM; belirlemistir. Bu
calismada elde edilen sonucun aksine, Bakirci (8)
analiz ettigi ornekler arasinda kaymak Orneklerinin
sutten ¢cok daha az fakat tereyagindan biraz fazla
oranda AFM; icerdigini saptamistir. Bu durum kay-
mak ve tereyadi Orneklerinin yapiminda kullanilan
sutlerdeki AFM, dizeylerindeki farkliliklarla agiklana-
bilir.

Sonug olarak, bu ¢calismada analiz edilen 6rneklerden
sadece birinin AFM, icerigi yasal sinirlarin izerinde
¢ikmis olsa da s0z konusu 6rnegin tereyagi olmasi
ve AFM; kimyasal yapisi g6z 6nline alindiginda halk
saglig! acisindan g6z ardi edilemeyecek bir 6neme
sahip oldugu gorilmektedir. Bu nedenle toksinin gida
maddelerine bulagsmasini énleme, st ve sit Urinleri-
nin insan tuketimi icin guvenligini saglamanin tek
pratik yoludur. Bu amagla, tereyadi ve kaymak AFM,
miktarinin  minimum dizeylerde tutulabilmesi igin,
mandiralarda ve siit igletmelerinde yag yapiminda
kullanilan sitlerde AFM, analizlerinin yapilmasi, hay-
van beslenmesinde kullanilan bitkilerde kuf gelisimi-
nin ya da yemlere depolama esnasinda aflatoksinle-
rin bulasmasini engellemek veya en alt diizeye ¢ek-
mek icin gerekli tedbirlerin alinmasi gerekmektedir.
Hayvan sahiplerine, kiiflenmis besin maddelerini hay-
vanlarina yedirmeleri sonucunda, karsilagsabilecekleri
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ekonomik kayiplar hakkinda bilgi verilmelidir. Bunlara
ilaveten ciftcilere, isletmecilere ve tilketicilere resmi
kurumlar tarafindan aflatoksinler hakkinda dizenli
egitimler verilerek bilinglendiriimesi halk sagliginin
korunmasinda en 6nemli ve en ekonomik ¢6zim yolu
olacaktir.
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Ozet: Calisma Hasmer koyunu mandibula’si {izerinde bazi morfometrik degerleri ortaya koymak amaciyla yapilmistir.
Calismada Bahri Dagdas Tarimsal Arastirma Enstitiisi’'nden temin edilen reforme erigkin 8 adet Hasmer koyunu man-
dibula’si kullanildi. Hasmer koyununun mandibula’si 19 noktadan dlgllmis ve elde edilen degerler diger koyun irklariy-
la kargilastiriimistir. Arastirmada mandibula’nin morfometrik incelemeleri dijital kumpas yardimiyla dlgllerek inceleme-
ye ait veriler aritmetik ortalama ve standart hata ile belirlenmistir. Hasmer koyununun mandibula uzunlugu 186.30+9.30
mm., mandibula yiksekligi ise 108.68+2.36 mm. olarak dlgiimustir. Olgiilen bu degerler diger koyun irklariyla bazi
farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada ayrica, klinik agidan énemli olan nervus mentalis ve n. mandibula-
ris’in iginden gegctigi for. mentale ve for. mandibula’nin topografik olarak yerleri belirlenmistir. Hasmer koyununda yapi-
lan uzunluk korelasyon analizi bulgularina goére uzunluk U1 ve U3 arasinda, uzunluk U1 ve U12 arasinda uzunluk U2
ve U5 arasinda, uzunluk U3 ve U6 arasinda ve uzunluk U5 ve U6 arasinda pozitif yénde guglu korelasyon mevcut iken,
uzunluk U7 ve U18 arasinda negatif yonde gugli bir korelasyon oldugu tespit edildi. Bu galisma Hasmer koyunu ile ilgili
yapilacak galigmalar igin kaynak bir arastirma olacagi diistuntlmektedir.

Anahtar kelimeler: Hasmer koyunu, mandibula, morfometrik

Investigations of Macroanatomical and Morphometric on the Mandible in Hasmer Sheep

Summary: The study was carried out to reveal some morphometric values on Hasmer sheep mandible. In this study,
reformed eight adult Hasmer mandibles which were obtained from Bahri Dagdas Agricultural Research Institute were
used. The mandible of the Hasmer sheep was measured at 19 points and the obtained values were compared with the
other sheep breeds. Morphometric analysis of the mandible was measured with digital caliper and the data of the study
were determined by arithmetic mean and standard error. The height of the mandible was 108.68+2.36 mm. and the
length of the mandible was 186.30+9.30 mm. according to these measurements. These measured values showed
some differences with other sheep breeds. In this study, the topographic locations of the mental and mandible foramen
through which the clinically important mental and the mandible nerve pass are determined. According to the results of
length correlation analysis in Hasmer sheep, there was strong positive correlation between length U1 and U3, length
U1 and U12 between length U2 and U5, length U3 and U6, and length U5 and U6, while length U7 and U18 had a
strong negative correlation. There was a strong correlation. This study is thought to be a source research for the stud-
ies on Hasmer sheep.

Key words: Hasmer sheep, mandible, morphometric

Girig

Binlerce yildan beri siitl, eti, yapadisi, derisi ve postu
ile insanlarin en 6nemli gereksinimlerini kargilayan
koyunlar, insanlarin yasaminda bugiinde énemli rol
oynamaktadir. Koyun eti diinyanin bir¢cok bélgesinde
sevilen ve aranan etlerden biri olarak kabul edilir
(Sipahi, 2007; Kaymakgi, 2010).

Koyun insanin ilk evcillestirdigi hayvanlardan biridir.
insanoglu kimi verim ydnlerinde koyunlari segerek ve
bunlar birlestirerek koyun tiplerini ve daha sonralari
koyun irklarini olusturmustur. Bugtin diinyada iki ylz-
den fazla koyun irki vardir ve her guin yenilerini elde
etmek Uzere de sayisiz projeler yuritiimektedir
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Kabul Tarihi/Accepted Date  :23.07.2019

(Akcapinar, 1994).

Ulkemizde bazi melezleme galigmalariyla verim yénii
yuksek yerli melez koyun irklari elde edilmektedir. Bu
melez koyun irklarindan, et verimi ylksek Hasmer
irki koyunlar, Alman Siyah Bagli, Hampshire ve Meri-
nos Irklarinin gl melezlemesiyle olusturulmustur
(Tekin ve ark., 2001, 2005a,b; Kaymakg! ve Taskin,
2008).

Evcil memelilerde mandibula ramus ve corpus’tan
meydana gelmektedir. Corpus mandibulae’nin 6n
bélimu pars incisiva, yan bolumi ise pars molaris
olarak adlandiriimaktadir. Mandibula’nin ramus ile
corpus’unun birlestigi yerde olusan agiya angulus
mandibulae denilmektedir (Dursun N, 1996). Ramus
mandibulae’nin dorso-caudalinde processus coronoi-

218



Hasmer koyunu mandibula...

deus, caudalinde serbest olarak sonlanan processus
condylaris ¢ikintisi mevcuttur. Ramus mandibulae’nin
facies lateralis’i Uzerinde m. masseter kasinin yapis-
masina 6zgl fossa masseterica ve facies medialis’in-
de ise m. pterygoideus’un insertio yeri fossa pterygoi-
deus cukurluklar bulunmaktadir (Dursun N, 1996;
Wensing, 2016)

Koyun irklarinin mandibula’si Gzerine tip ve dis he-
kimliginde dental implant, fikzasyon, osteotomi gibi
modelleme galismalari (Unsal, 2016; Carvalho ve
ark., 2018), Veteriner Hekimlikte ise makroanatomik
ve morfometrik ¢alismalar (Yalgin ve ark., 2010; Kari-
mi ve ark., 2011a; Avdic ve ark., 2013; Monfared,
2013; Demiraslan ve ark., 2014; Dalga ve ark., 2017)
yapilmasina ragmen Hasmer koyunu mandibula’sinin
makroskopisi ve morfometrisi Uzerine herhangi bir
calismaya rastlaniimamistir. Calismamizin amaci
Hasmer koyunu mandibula yapisinin makro-anatomik
ve morfometrik 6zelliklerini ortaya gikarmaktir.

Gereg ve Yontem

Calismada Bahri Dagdas Tarimsal Arastirma Enstiti-
st’nden temin edilen reforme erigkin 8 adet Hasmer
koyunu mandibula’si kullanildi. Mandibula’lar kafadan
ayrilip deri ve kaba etleri temizlendikten sonra, hidro-
jen peroksit ile 25-30 dakika masere edildi. Fotograf
makinasi ile fotograflandiktan sonra 6l¢giim asamasi-
na gegcildi. Kullanilan anatomik terimlerde Nomina
Anatomica Veterinaria (Nomina, 2012) esas alind1.

Sekil 1. Hasmer koyunu mandibula’si tGizerindeki
6lcim noktalari

U1: Gc ile Id arasi uzunluk, U2: Proc. condylaris’in
aboral kenari ile |d arasi uzaklik, U3: Gc ile 3. molar
disin arka alveolar kenari arasi uzunluk, U4: 3. molar
disin arka alveolar kenari ile Id arasi uzunluk, U5: Gc
ile 2. premolar disin 6n alveolar kenari arasi uzunluk,
U6: Gc ile foramen mentalen’in aboral kenari arasi
uzunluk, U7: ilk premolar dis ile son molar dis arasi
uzunluk, U8: ilk ile son molar dis arasi uzunluk, U9:
ik ile son premolar dis arasi uzunluk, U10: Diestema
uzunlugu, U11: Gv ile Cnd arasi uzunluk, U12: Gv ile
inc. mandibula’nin en derin noktasi arasi uzunluk,
U13: Gv ile Cr arasi uzunluk, U14: 3. molar disin arka
alveolar kenari seviyesindeki mandibula ytksekligi,
U15: 1. molar digin 6n alveolar kenari seviyesindeki
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mandibula yiksekligi, U16: 2. premolar disin 6n alve-
olar kenari seviyesindeki mandibula yiksekligi

Istatistiki Analizler

Mandibula’lar, Mitutoyo marka dijital kumpas araciligi
ile literatur bilgilere uygun olarak 19 farkli noktadan
dlgtimleri yapildi. iki degisken arasinda iliski olup
olmadidini, eder varsa bu iligkinin ne yénde ve ne
derecede oldugunu belirlemek igin Korelasyon testi
uygulandi. Elde edilen butin oélcimlerin ortalama,
standart sapma ve korelasyon degerleri SPSS (18.0)
versiyon programinda belirlendi. Olgiim alinan nokta-
lar; Condylion (Cnd); processus condylaris’in caudal
en ug¢ noktasi, (coronion) Cr; processus coroni-
deus’un caudal en u¢ noktasi, Gonionventrale (Gv);
Angulus mandibula’nin inferior u¢ noktasi, Gonion-
caudale (Gc); Processus angularis’in caudal en ug
noktasi, Infradentale (Id); incisiv digler arasindaki
alveollin rostro-superior noktasi (Sekil 1).

Bulgular

Makroanatomik olarak Hasmer koyunlarinin mandi-
bula’sinin vertikal bir ramus ve horizontal bir cor-
pus’'tan meydana geldigi ve corpus mandibulae’da
margo ventralis ve margo alveolaris olarak iki kenar
bulundugu tespit edildi. Corpus mandibulae (izerine
incisive, premolar ve molar disler igin alveoli denta-
les’ler ve bunlar arasinda septa interalveolaria’lar
bulunmaktaydi. Bu hayvanlarda képek disi bulunma-
maktadir. Dis kisimlarinin yer aldigi kenar margo
alveolaris, dissiz bdlge margo interalveolaris
(diestema) olarak isimlendiriimektedir. Koyun mandi-
bula’sinda ramus ile corpus mandibulae birlestigi
acilanmaya angulus mandibulae denilmektedir (Sekil
2).

Sekil 2. Hasmer koyunu mandibula’si medial gorun-
tisa

a: Foramen mandibulae’nin caudal kenara olan uzak-
lig1, b: Foramen mandibular agiya olan uzakhgi,

c: Foramen mandibulae’nin tabana olan uzakhgi

Ramus mandibula lzerinde caudal’de foramen man-
dibula’dan baglayip rostral’e dogru uzanarak forami-
na mentalia’da sonlanan canalis mandibularis kanali
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yer almaktadir. Dorso-caudalinde processus coronoi-
deus, caudalinde serbest olarak sonlanan processus
condylaris ¢ikintisi mevcuttur. Procesus condylaris’in
articulatio temporomandibularis ile eklem yapan ca-
put kismi icblkey durumdadir. Ramus mandibu-
lae’nin facies lateralis’i Uzerinde kenarlari belirgin
krista ile gevrelenmis m. masseter kasinin yapismasi-
na 6zgu fossa masseterica ve facies medialis’inde ise
m. pterygoideus’un insertio yeri fossa pterygoideus
cukurluklan yer almaktadir (Sekil 3).

Sekil 3. Hasmer koyunu mandibula’si lateral gorinti-
sl

di: Diastema, fm.Foramen mentale, ma:margo alveo-
laris, ivf: Incisura vasorum facialium, cm: Corpus
mandibulae, agm: angulus mandibulae, fms:Fossa
maseterica, rm. Ramus mandibulae, pcn:Processus
condylaris, im:Incisura mandibulae, pc: Processus
coronoideus, fma:Foramen mentale accessoria

Ramazan ILGUN

Corpus mandibulae tzerine 2. premolar dis hizasinda
ikinci bir delik foramen mentale accessoria tespit edil-
di. Ayrica, corpus mandibulae’'nin caudal 1/3’Uinde
belirgin bir tuberkul mevcuttu. Yapilan calismada
Hasmer koyununun mandibula’siyla ilgili ortalama ve
standart sapma degerleri Tablo 1'de, Korelasyon
analizi Tablo 2'de gdsterilmistir.

Hasmer koyununun mandibula uzunlugu 186.30+9,30
mm., mandibula yuksekligi ise 108.68+2.36 mm. ola-
rak olgulda. Yapilan dlcumlerde hayvanlarin diestema
uzunlugunun 43.54+3.48 mm., ilk premolar dis ile son
molar dis arasi uzunlugun ise 74.53+4.34 mm. oldu-
gu tespit edildi. Nervus mentalis ve n. mandibularis’in
bloke edilmesi igin for. mentale ve for. mandibula’nin
morfometrik &lctimleri klinik agidan c¢ok &énemlidir.
Buna gore processus angularis’in caudal en u¢ nok-
tasi ile foramen mentale’nin aboral kenari arasi uzun-
luk 149.40+11.02 mm, foramen mandibula ile proces-
sus angularis’in caudal en uc¢ noktasi arasindaki
uzaklik 30.20+1.26, foramen mandibula ile mandibu-
la’nin tabani arasindaki uzaklik 34.19+1.54 ve fora-
men mandibula ile mandibula’'nin caudal kenari ara-
sindaki uzaklik 23.63+2.55 olarak oél¢uldu (Tablo 1).

Sonug olarak Hasmer koyununda yapilan uzunluk
korelasyon analizi bulgularina gére uzunluk U1 ve U3
arasinda, uzunluk U1 ve U12 arasinda uzunluk U2 ve
U5 arasinda, uzunluk U3 ve U6 arasinda ve uzunluk
U5 ve U6 arasinda pozitif yonde glcli korelasyon
mevcut iken, uzunluk U7 ve U18 arasinda negatif
yonde glg¢li bir korelasyon oldugdu tespit edildi (Tablo
2).

Tablo 1. Hasmer koyunu mandibula 6dlgulerinin ortalama ve standart sapma degerleri

Hasmer koyunu

Olgiiler N sayisi Minimum deger Maksimum deger aritmetik ortala-
maztstd. sapma/ mm
u1 8 177.35 197.10 186.30+9.30
u2 8 185.35 214.08 200.11+£10.55
u3 8 48.64 59.47 54.76+4.82
U4 8 130.59 123.00 127.51£2.92
(VE) 8 130.53 112.00 124.5818.42
ueé 8 133.64 159.98 149.40+11.02
u7 8 69.00 78.55 74.53+4.34
us 8 47.23 54.74 49.26+3.11
U9 8 21.20 31.56 24.93+5.08
u10 8 37.71 46.49 43.54+3.48
u11 8 72.85 77.21 74.58+1.75
u12 8 67.21 73.53 69.63+2.69
u13 8 107.41 109.99 108.68+2.36
u14 8 34.56 42.01 37.47+3.25
u15 8 21.89 25.96 23.81+1.70
u16 8 19.44 21.13 20.65+1.36
u17 8 28.71 30.81 30.20+1.26
u1s 8 32.35 35.99 34.19+1.54
u19 8 21.90 28.09 23.63+2.55
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U1: Ge ile Id arasi uzunluk,

U2: Proc. condylaris’in aboral kenari ile I1d arasi uzaklik,

U3: Gc ile 3. molar digin arka alveolar kenari arasi uzunluk,

U4: 3. molar disin arka alveolar kenari ile Id arasi uzunluk,

U5: Gceile 2. premolar digin 6n alveolar kenari arasi uzunluk,

U6: Gc ile foramen mentalen’in aboral kenari arasi uzunluk,

U7: ilk premolar dis ile son molar dis arasi uzunluk,

U8: ilk ile son molar dis arasi uzunluk,

U9: ilk ile son premolar dig arasi uzunluk,

U10: Diestema uzunlugu,

U11: Gv ile Cnd arasi uzunluk,

U12: Gv ile inc. mandibula’nin en derin noktasi arasi uzunluk,

U13: Gv ile Cr arasi uzunluk,

U14: 3. molar digin arka alveolar kenari seviyesindeki mandibula yuksekligdi,

U15: 1. molar digin 6n alveolar kenari seviyesindeki mandibula yuksekligi,

U16: 2. pemolar disin 6n alveolar kenari seviyesindeki mandibula yiksekligi,

U17: Foramen mandibula ile Processus angularis’in caudal en ug¢ noktasi arasindaki uzaklik,
U18: Foramen mandibula ile mandibulanin tabani arasindaki uzaklik,

U19: Foramen mandibula ile mandibulanin caudal kenar arasindaki uzaklik (Sekil 1)

Tablo 2. Hasmer koyunu mandibula él¢iilerinin korelasyon degerleri (~ P<0.05, “**"P<0.01, N:8)

U1 U2 u3 U4 us ueé u7 U U9 U1 u1 u1 U1 U1 U1 U1 U1 U1 U1

U1 89 9% 02 8 .89 -7 - 72 69 97 69 - - 08 47 51 59
1 0 6 3 4 0 63 72 .90 5 3 0 0 .85 68 0 5 9 3
u2 19 13 9% 91 -8 - 92 86 91 68 - - - 49 44 36
7 4 3 4 45 17 75 0 9 6 3 91 8 25 9 7 2
us 1 - 94 9 - 6 - 82 63 91 53 - - 12 58 67 .68
.04 7 1 72 50 .88 2 1 1 5 89 .69 9 7 2 7
u4 1 15 14 66 4 .38 - 11 24 00 26 .32 .00 - - -
2 1 2 82 9 12 9 0 8 7 6 2 77 67 .05
us 1 .98 -7 - 89 70 .8 48 - - - 48 54 57
7 53 04 .71 8 5 7 3 8 .70 .02 5 7 0
ué 1 - 6 - 83 59 87 .39 - - 13 46 59 .89
59 41 72 9 4 3 4 82 .61 5 4 1 3
u7 1 - 81 - - - - 69 .51 - - - -
us 1 - 55 86 89 .83 - - - 01 - .08
54 4 1 6 7 681 57 .33 8 .08 0
u9 1 - - - - 89 78 - - - -
69 62 79 .69 5 0 .01 73 70 50
U1 1 .78 70 51 - - - 72 83 .29
0 5 2 0 .93 89 .33 1 5 9
u1 1 76 .88 - - -39 14 -
1 9 9 81 88 .65 6 2 12
u1 173 - - - 30 .32 47
2 9 80 65 .02 3 1 6
U1 1 - - - 30 04 -
3 68 75 .53 7 3 .15
U1 1 94 26 - - -
4 3 9 78 68 .34
U1 1 55 - - -
5 9 78 54 .02
u1 1 - 26 .79
6 A5 2 4
U1 1 .90 28
7 1 7
U1 1 65
8 1
U1 1
9
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Tartisma ve Sonug

Literatlrlerde mandibula uzunlugu ve mandibula yUk-
sekligi ile ilgili olarak sirasiyla Hemgin koyununda
(Dalga ve ark., 2017) 167.8 ve 94.2 mm, Morkaraman
koyununda (Demiraslan ve ark., 2014) 152.4 ve 87.0
mm, Tuj koyununda (Demiraslan ve ark., 2014) 147.8
ve 85.4 mm, Mehra-ban koyununda (Karimi ve ark.,
2011b) 157.6 ve 95.7 mm, Barbados koyunlarda
(Mohamed ve ark., 2016) 181.6 ve 107.9 mm, Yanka-
sa koyununda (Shehu ve ark.,2019) 198.0 +0.28 ve
129.04 0.57 oldugu bildirilirken, Avdic ve ark. (2013)
Saraybosnadaki koyunlar Gzerine yaptigi bir ¢calisma-
da 176.0 ve 99.6 mm oldugunu bildirmiglerdir. Yapi-
lan bu g¢alismada Hasmer koyununun mandibula
uzunlugunun 186.30+9.30 mm mandibula yuksekligi-
nin ise 108.68+2.36 mm oldugu tespit edilmistir. Bu
degerlendirmelere gére Hasmer koyununun mandibu-
la uzunluk ve yukseklik degerlerinin yukarida bildirilen
koyun tirlerinden Yankasa koyunu (Shehu ve ark.,
2019) hari¢ digerlerinden daha yiiksek oldugu belir-
lenmistir.

Sunulan bu galigmada Hasmer koyununun 3. molar
disin arka alveolar kenari seviyesindeki mandibula
yiksekliginin (37.47+3.25 mm.), Hemsin (Dalga ve
ark., 2017) (37.93 mm) ve Morkaraman (Demiraslan
ve ark., 2014) koyunlarindan (38.88 mm) daha disuk
oldugu tespit edilirken yukarida bahsedilen diger tir-
lerin tamamindan daha yuksek oldugu gézlenmistir.

Yapilan galismada Hasmer koyununun Gv ile Cnd
aras! uzunlugun 74.58+1.75 mm oldudu belirlenmig-
tir. Bu degerin Mehra-ban koyunlarinda (Karimi ve
ark., 2011b) ise 77.50 mm oldugu bildirilmistir.

ilk ve son molar dis arasi uzunluk (U8) Hemsin koyu-
nunda (Dalga ve ark., 2017) 57.2 mm ve Morkara-
man koyununda (Demiraslan ve ark., 2014) 53.12
mm olarak rapor edilmistir. Calismada Hasmer koyu-
nunda ise bu deger 49.26+3.11 mm olarak 6lgiimus-
tar.

Yapilan dlguimlerde ¢calismada kullanilan hayvanlarin
diestema uzunlugunun (43.54+3.48 mm), Hemsin
koyunlarindaki (Dalga ve ark., 2017) degere yakin
(43.74 mm) oldugu g6zlenmistir.

Processus angularis’in caudal en ug noktasi ile fora-
men mentale’nin aboral kenari arasi uzunluk Mehra-
ban koyununda (Karimi ve ark., 2011b) 137.4 mm,
Barbados koyunlarda (Mohamed ve ark., 2016)
152.3 mm, Yankasa koyununda (Shehu ve ark.,2019)
165.0, iran yerli koyunlarinda (Monfared, 2013) 112.9
olarak bildirilmigtir. Yapilan ¢alismada bu deger Has-
mer koyunlarinda 149.40+11.02 olarak olgtlmustr.

Hasmer koyunlarinin foramen mandibula ile mandi-
bula’nin  caudal kenari arasindaki uzakhgin
(23.63+2.55), Yankasa koyununda (24.0+0.28)
(Shehu ve ark.,2019) ve Barbados koyunlarina daha

Ramazan ILGUN

yakin (23.0£0.25) (Mohamed ve ark., 2016), Iran yerli
koyunlar (8.6+£00.3) (Monfared, 2013) ve Mehra-ban
koyunlarindan (13.510.25) ise yiksek oldugu (Karimi
ve ark., 2011b) belirlenmistir.

Sonu¢ olarak; Hasmer koyununun mandibula’si 19
noktadan oOlgilmus ve elde edilen degerler Alman
Siyah Basgli, Hampshire ve Merinos irklarinda bu ko-
nuda ¢alisma yapilmadigindan dolay! bu irklarla kar-
silastirma yapilamamistir. Fakat diger koyun irklariyla
karsilastirma sonucunda Hasmer koyununun mandi-
bula uzunluk ve mandibula yikseklik degerlerinin
¢alismada kullanilan literatirlerdeki koyun irklarindan
Yankasa koyun irki hari¢ diderlerinin tamamindan
daha yuksek oldugu belirlenirken, Olgilen diger de-
gerlerin ise baz farkliliklar gésterdigi tespit edilmistir.
Yapilan calisma ile Hasmer koyunu mandibulasinin
makroanatomik ve morfometrik 6zellikleri ortaya ko-
nulmustur. Elde edilen bulgular, tip ve dis hekimligi
calismalarinda hayvan modeli olarak koyun kullanil-
masinda Hasmer irkina 6zgu mandibula verilerinin
kayit altina alinmasini saglamistir.
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Ozet: Siiperovulasyon uygulamalarinin amaci maksimum sayida fertilizasyon ve transfer edilebilir embriyo elde etmek-
tir. Sliperovulasyon uygulanan sigirlarda ovaryum fonksiyonel cevabindaki farkliliklar ve bu durumun énceden tahmin
edilememesi embriyo transfer programlarinin karliigini ve uygulanabilirligini olumsuz etkilemektedir. Dondrlerin siipe-
rovulasyon uygulamalarina verdikleri fonksiyonel yanit farkliliklari gonadotropin uygulamasinin baslangicinda ovaryum-
lar Gizerindeki folikiiler gelisim asamalarindaki farkhliklardan kaynaklanmaktadir. Ostrus siklusunun 8-12. giinleri ara-
sinda uygulamaya baslanilan geleneksel siperovulasyon yontemlerinin yogun is gucu gereksinimi ve donorlerin ayni
zaman ve siklus agsamasinda uygulamaya alinamamasi gibi énemli dezavantajlari uygulayicilar alternatif siiperovulas-
yon yontemlerinin gelistiriimesi arayisina yoneltmistir. Sitperovulasyon yontemleri saflastiriimis hipofiz ekstraktlari ve
progesteron salinimi yapan intravaginal araglarin kullaniimaya baglamasindan sonra hizla gelisim géstermistir. Ovaryu-
mun folikll dinamiginin belirlenmesi, folikiiler dalga olusumunun ekzojen kontrolii ve dominant folikllin baskilayici
etkisinin ortadan kaldiriimasini temel alan folikller dalga senkronizasyonu uygulamalarinin gergeklestiriimesi ile siklu-
sun herhangi bir déneminde istenilen sayida dondr hayvana ayni zamanda siperovulasyon uygulanabilmektedir. Ayri-
ca geligtirilen bu yeni pratik yaklagimlardan elde edilen sonuclar geleneksel stuperovulasyon yontemleri ile elde edilen
sonuglarla karsilastirilabilir diizeydedir. Sadelestiriimis ve optimum sayida transfer edilebilir embriyo elde edilebilen
protokollerin gelistiriimesi embriyo Uretimi ve transferi galismalarinin maliyeti ve uygulanabilirligi Gzerine olumlu katki
saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Folikiler dalga, FSH, GnRH, dstradiol, siiperovulasyon

Recent Advances in the Application Superovulation in Cattle

Summary: The purpose of superovulation applications is to obtain the maximum number of fertilization and transfera-
ble embryos. Differences in ovarian functional responses in superovulated cattle and the unpredictability of this condi-
tion negatively affect the profitability and applicability of embryo transfer programs. Differential functional responses of
donors to superovulatory applications are due to differences in the stages of follicular development on the ovaries at
the onset of gonadotropin administration. The traditional superovulation methods which initiated to be applied between
8-12 days of oestrus cycle the important disadvantages such as the inability of the donors to get into practice at the
same time and at the same time as the cycle, have led practitioners to search for alternative superovulation methods.
Superovulation methods developed rapidly after the use of purified pituitary extracts and intravaginal devices of pro-
gesterone release. Superovulation can be applied to desired number of donor animals at any time during the cycle
determination of ovarian follicul dynamic, controlling the exogenous follicular wave appearance and the implementation
of synchronization of the follicular wave based on removal of the dominant follicle suppressive effect. Furthermore, the
results obtained from these new practical approaches developed are comparable to those obtained by traditional su-
perovulation methods. The development of protocols in which simplified and optimal number of transferable embryos
can be obtained will contribute positively to the cost and applicability of embryo production and transfer studies.

Key words: Folliculer wave, FSH, GnRH, estradiol, superovulation

Girig sinirlayici faktor olarak etkisini siirdirmektedir (27).

Son 10 yilda superovulasyon ve embriyo transferi
Sigirlarda embriyo transferi uygulamalari kullanimi (ET) icin kullanilan protokol ve tekniklerde yapilan
her gecen giin yayginlasmakta ancak slperovulas- degisikliklere ragmen transfer edilebilir kaliteli embri-
yon uygulamalarinin sonuglarindaki degiskenlik uygu- yo sayisI nispeten degismeden kalmistir (63).

lamalarin basarisi (zerine glnimizde en &6nemli

Sliperovulasyon protokolleri son 40-50 yilda gok hizli
bir gelisim gostermistir. 1970’lerde ticari hipofiz ekst-
raktlarinin ve prostaglandinlerin (PG), 1980’lerde
kismen saflastirimis hipofiz ekstraktlari ve progeste-

*Bu derleme Tagem / Haysiid / 01-09-02-03 kod numarali Anadolu ron (P4) salinimi yapan araclarin geligtirilmesi ile
Alacasi Gelistirme Projesi tarafindan desteklenen Doktora Tezinden
hazirlanmigtir.
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1990’larda gunimizde kullandigimiz protokollerin
bircogunun olugturulmasini saglamigtir. Ayrica real-
time ultrasonografinin kullanimi ile folikller dalga
dinamiklerinin 6grenilmesi ve folikiiler dalga ortaya
cikisinin kontrol edilebilmesini saglayan ydntemlerin
gelisimi yeni pratik yaklagimlarin olusturulmasini sag-
lamistir (26). Ancak folikiler dalga senkronizasyonu
amaciyla yapilan uygulamalarda ultrason rehberligin-
de folikil ablasyonunun deneyimli personel, ultrason
ve ekipman gerektirmesi, uygulama alaninin oldukca
zor olmasi ve embriyo Uretim merkezi digindaki ciftlik-
lerde uygulama gucludu gibi 6nemli dezavantajlari
bulunmaktadir. Buna ilave olarak folikiler dalga senk-
ronizasyonu igin en yaygin kullanilan hormon olan
Ostradioliin ulkemizde ve birgok ulkede kullanimina
izin verilmemesi superovulasyon ve embriyo Uretimi
konusunda uygulayicilarin yeni arayiglara yonelmesi-
ne neden olmustur. Bu amagla gonadotropin salgilati-
ct hormon (GnRH) ya da luteotropik hormon (LH)
kullanimi ile ilgili ¢calismalar énem kazanmakta ve
siklusun degisik donemlerinde bu iki hormonun farkl
zamanlarda uygulanmasiyla dominant folikilin uzak-
lastirimasi ve yeni folikiler dalga olusturularak sipe-
rovulasyon uygulamalarina baslaniimasi ile ilgili galig-
malar yapilmaktadir (41).

Siiperovulasyon

Siiperovulasyon donér olarak segilen disi hayvanlara
ekzojen hormon uygulamasi sonucu 6nceden belirle-
nen bir zamanda ovaryumlarinda birden fazla folikil
gelisimi ve bu folikillerin ovulasyonlarinin gercekles-
mesi olarak tanimlanir (6).

ineklerde siiperovulasyon uygulamalarinin amaci,
maksimum sayida fertilizasyon ve gebelik olusturma
olasihgi yuksek transfer edilebilir embriyolar elde
etmektir (10).

Siiperovulasyon igin donér hayvanlarin se¢imi

Birgok embriyo transfer programlarinda dondr
hayvan secimi ¢ ana kritere bagli olarak yapilmakta-
dir: genetik Ustlnlik, dreme yetenegi ve genetigin
pazar degeri (48).

Donér segiminde; normal bir pospartum dénem
gecirmis olmal,18-24 giin araliginda duzenli Gstrus
sikluslari géstermeli, vicut kondlsyon skorunun 2,5-
4 olmalidir. Diveler ineklere gére genellikle daha az
embriyo Uretirler ve embriyo verimi tahmin etmek
glctlr bu nedenle verici olarak segilen diveler 350
kg ve daha fazla olmali, diizenli 6strus siklusu goster-
meli ve iyi gelismis Ureme sistemine sahip olmali,
genellikle geng dondrler (3-8 yas araliginda) tercih
edilmelidir (29).

Dondr hayvanlar Bovine Leucocyte Adhesion Defici-
ency (BLAD) ve Complex Vertebral Malformation
(CVM) gibi kalitsal hastaliklari (34) ve ayrica fertiliteyi
etkileyecek BSE, IBR-IPV, Sap, BVD, Lokoz, Tiber-
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kiloz, Brusellozis gibi enfeksiydz hastalik etkenlerini
tasimamalidir (43).

Siiperovulasyon uygulamalarinda basariyi etkile-
yen faktorler

Slperovulasyon uygulamasinin basarisini etkileyen
faktorler kullanilan hormon, segilen dondr hayvana
bagli faktorler ve diger faktorler olarak G¢ alt baglikta
degderlendirilebilir. Kullanilan hormon bilinen denen-
mis preparatlar olmali, dozu, uygulama sekli, uygula-
ma sayisi, muhafazasi ve hazirlanmasinda prospek-
tustinde belirtilen hususlara dikkat edilmelidir. Segilen
dondrin yasi, irki ,vicut agirhgi, reprodiktif gegcmisi,
uygulamanin baslangicinda ovaryumlarinin durumu
ve ovaryum Uzerinde dominant folikulin varhgi stpe-
rovulasyon basarisini etkilemektedir. Diger faktorler
olarak ortam isisi, gevre ve mevsim sayilabilir (44).
Mevsim (11), yas (37), sit verimi (12), vicut kondis-
yon skoru (13), tekrarlanan superovulasyon uygula-
malari (38) ve Ostrus siklusunun farkli ddnemlerinde
superovulasyon uygulamasinin (9) embriyo verimi ve
kalitesi Uzerine etkisiyle ilgili arastirmalar yapilimigtir.

Siiperovulasyonda kullanilan hormonlar

Sigirlarda stiperovulasyon amaciyla tg farkh tip go-
nadotropin kullaniimaktadir: Domuz ve diger evcil
hayvan hipofizlerinden elde edilen gonadotropinler,
gebe kisrak serum gonadotropini (PMSG) ya da equi-
ne chorionic gonadotropin (eCG) ve human menapo-
sal gonadotropin (hMG)’dir (8).

Foliktl stimulan hormonun (FSH) ineklerdeki biyolojik
yarilanma suresinin ¢ok kisa oldugundan (yaklasik iki
saat) 6zellikle stiperovulasyon galismalarinda periyo-
dik tekrarlanan dozlar halinde kullaniimalidir.
(6,7,47). Klasik FSH uygulama protokoli 4-5 gin
sure ile ginluk iki kez intramuskuler(i.m.) enjeksiyon
seklindedir. Total doz ham hipofiz ekstrakti i¢in 28-50
mg, NIH-FSH-P1 kismen saflastiriimis hipofiz ekst-
rakti icin 260-400 mg’dir. Uygulamanin baslangicin-
dan sonraki 48 ya da 72. saatte luteolizis igin Pros-
taglandinF,a (PGF.a) uygulanmakta, dstruslar uygu-
lamadan sonraki 36-48 saatte olusmakta ve bundan
24-36 saat sonra ovulasyonlar baglamaktadir (24).

eCG hem FSH hem de LH akivitesine sahip komp-
leks bir glikoproteindir (53). Yarilanma édmru 40 saat-
tir ve sigir dolasiminda 10 giinden fazla streyle kalir;
bu nedenle normal olarak bir kez i.m. enjeksiyonu
yapllir ve bunu 48 saat sonra yapilan PGF,a enjeksi-
yonu takip eder (33). eCG’nin yarilanma dmrindn
uzun olmasi nedeniyle devam eden ovaryum aktivite-
si, anovulator folikil gelisimi, anormal endokrin profil-
ler ve embriyo kalitesinde azalma gibi olumsuzluklar
olusmaktadir (51). Bu problemler 6strus baslangicin-
dan 12-18 saat sonra ilk tohumlama sirasinda anti-
eCG'nin intraventz olarak verilmesi ile buyuk dlgide
asiimistir (33,36). eCG siperovulasyon amaciyla
uygulanan dozu 2500 internasyonel Unite (IU)/
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inek’dir. Ancak eCG antikorunun (anti-eCG’nin) ticari
olarak bulunmamasi 6nemli bir problemdir (44).

Sigirlarda hMG kullanilarak yapilan siperovulasyon
c¢alismalarinda FSH veya PMSG c¢aligmalarinin so-
nuglari gibi olumlu ve yeterli sonu¢ alinamamasi,
yuksek dozlarinda bile ovule olmayan follikiil sayisi-
nin dnemli oranda fazla olmasi bu hormonun énemli
dezavantajlandir (7).

Siiperovulatér hormonlarla birlikte kullanilan di-
ger hormonlar

Sigirlarda stperovulasyon uygulamalari éncesi, sira-
sI ve sonrasinda; Ostrus senkronizasyonu, folikiler
dalga olusumunun ekzojen kontroll ve senkronizas-
yonu, CL’un luteolizisi, dominant folikiiliin ovulasyonu
ya da regresyonu ve ovulasyonlarin uyariimasi ama-
ciyla slperovulasyonu uyarici hormonlarla birlikte
bircok hormon kullaniimaktadir. Bunlar GnRH, LH,
human koryonik gonadotropin (hCG), P4, PGFq,
Ostrojenler ve anti-PMSG’dir (41).

Sigirlarda siiperovulasyon yontemleri

Ticari embriyo transfer programlarinin yayginlastiril-
masindan sonra her bir dondrden elde edilen embriyo
sayisinin artinilmasi amaciyla superovulasyon yén-
temleri siirekli olarak gelistirimektedir (47). Ozellikle
1990’larin baglarinda gelistirilen segcilmis folikiler
dalganin ve ovulasyonun kontrolu ciftliklerde yapilan
ET calismalarinda 6zellikle gok sayida donér hayva-
na belirli bir zamanda toplu olarak uygulama yapila-
bilmesi agisindan olduk¢a 6nem kazanmistir (23).

Folikiler dalga ve ovulasyon kontrol programlarinin
gelistiriimesi slperovulasyon yanitindaki farkhhklar
ortadan kaldirmasa da istenilen zamanda uygulama-
lara baslaniimasini, dondrlerin sabit zamanda tohum-
lanmasini saglayarak embriyo transferi galismalarina
olumlu katki yapmistir (24,27,47). Bu gelismeler dog-
rultusunda slperovulasyon protokolleri artik daha
kullanigh hale gelmis, ciftliklerde uygulamasi daha
kolaylasmis ve 6strus tespit zorunlulugu ortadan kalk-
mistir (23).
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Sekil 1. Superovulasyon uygulamasina ¢ok iyi fonksiyonel
cevap alinmis bir sigir ovaryumu lzerinde tohumlama 6nce-
si stiperfolikilasyon goérinimu (41).
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Sekil 2. Siiperovulasyon uygulanmig bir sigir ovaryumunda
flushing 6ncesi korpus luteumlarin gérdnima (41).

Geleneksel siiperovulasyon yéntemleri

Sigirlarda embriyo transferi uygulamalarinin ilk za-
manlarinda, korpus luteumun dogal regresyonuyla
(siklusun yaklasik 16. guni) uyumlu olarak eCG ile
sUperovulasyon uygulamalari  yapilmistir  (46).
PGF,a’nin 1970’ler de kullanilmaya baslaniimasiyla
arastirmacilar FSH ile stiperovulasyon uygulamasina
Ostrus siklusunun herhangi bir déneminde ve 6zellikle
Ostrustan sonraki 8-12. ginler arasinda baslamiglar-
dir (25,47). Ultrasonografik muayene bulgulari ug
dalgali siklus gdsteren ineklerde ikinci folikuler dalga-
nin ovulasyondan sonraki 8.5 glnde bagsladigdi
(siklusun 9.5 guiniinde), iki folikller dalgali siklus gos-
teren ineklerde ise ovulasyondan sonraki 9.5 ginde
(siklusun 10.5 giniinde) basladigini gostermistir (3).
Bu nedenle 6strustan sonra 8-12. giinlerde baglani-
lan geleneksel siiperovulasyon protokolleri iki ya da
uc dalgah sikluslarda ikinci folikuler dalganin bagslan-
gi¢ zamanini kapsayacagindan ovaryumda supero-
vulasyon igin bir grup gelisen folikil mevcut olacaktir.
Folikller dalganin baslangicinda baslanilan slpero-
vulasyon uygulamalarinda daha yiksek fonksiyonel
yanit elde edilmistir. Folikiler dalganin ortaya cikisi
ile stiperovulasyon uygulamalarina baglaniimasi ara-
sinda bir ginlik bir senkronizasyon uyumsuziugu
fonksiyonel cevabi 6nemli derecede azaltmaktadir
(56). Birgok uygulayici azalan dozlarda FSH uygula-
masi ve protokoliin Gglnci gund (5. ve 6. FSH enjek-
siyonlari ile ayni zamanda) PGF,a enjeksiyonunu
tercih ederken digerleri PGF,a enjeksiyonunun dor-
dincl gunde 7. ya da 8. FSH enjeksiyonu ile ayni
zamanda yapilmasini tercih etmekte, sonraki giinde
FSH uygulamamaktadirlar (47). Yapilan bir calisma-
da siperovulasyon uygulamasi sirasinda ¢ift PGF,a
uygulamasinin embriyo sayisi ve kalitesi lizerine sa-
yisal olarak olumlu etkisinin oldugu belirlenmigtir (42).

Geleneksel superovulasyon protokollerinin iki deza-
vantaji bulunmaktadir: birincisi aksatmadan sirekli
Ostrus tespiti yapan yetismis ve deneyimli personel
ihtiyaci; ikincisi belirli bir zamanda uygulamaya basla-
mak icin tim dondrlerin ayni zaman diliminde &strus-
ta olmalari zorunlulugudur (22).

226



ineklerde siiperovulasyon...

Folikiiler dalga olusumunun ekzojen kontrolii

Bir folikiiler dalganin dominant folikili diger gelisen
foliklllerden daha buyuktir ve urettigi steroid ve
nonsteroid maddeler araciligiyla diger folikullerin geli-
simini ve yeni folikiler dalga olusumunu engellemek-
tedir (2). Folikdl gelisiminin senkronizasyonu igin bir-
kac yontem mevcuttur. Yapilan arastirmalarin ¢ogu
mevcut dominant folikiilin fiziksel ya da hormonal
uygulamalar sonucu diger folikiller tizerindeki baski-
layici etkisinin ortadan kaldiriimasi ve belirli bir za-
manda yeni folikiiler dalga olusumunun ortaya ¢ikisi-
nin senkronizasyonunu temel almaktadir. Bu amacla
fiziksel olarak elektrokoterizasyon ya da ultrason reh-
berliginde folikil ablasyonu ydéntemleri: hormonal
olarak ise GnRH, LH, 6stradiol ve P4 kullanilarak
belirli bir zamanda yeni bir folikiler dalga olusumu
uyarilmaktadir. Gonadotropin sekresyonunu inhibe
eden veya folliklogenezise miidahale eden ovaryum
faktorlerinin belirlenmesi folikiil gelisiminin ekzojen
kontroli igin yeni yontemlerin gelistirimesinde 6nem-
lidir (25).

Siiperovulasyon igin folikiiler dalga senkronizas-
yonu

Siiperovulasyon amaciyla folikiiler dalga olusumunun
senkronizasyonu icin kullanilan G¢ ydontem vardir;

Ostradiol ve progesteron: Ostradiol, FSH ve muh-
temelen LH saliniminin baskilanmasi yoluyla FSH ve
LH'ya bagimh folikullerin gerilemesine neden olur.
Folikll regresyonunun baglamasindan ve Ostradiollin
metobolize olmasindan hemen sonra tekrar FSH
salinir ve bir glin sonra yeni bir folikiler dalga ortaya
cikar. Ostrus siklusunun dénemi ve folikiiler gelisim
asamasina bakilmaksizin progestin implati uygula-
nan ineklerde kisa etkili 6stradiol-17p’nin kullaniima-
sini takiben yaklasik 3-5 glin (ortalama 4 glin) sonra
yeni bir folikiler dalga ortaya ¢cikmistir (25). En yay-
gin kullanilan protokol P4 iceren intravaginal aygitin
uygulanmasiyla birlikte 5 mg 6stradiol-173 ya da 2.5
mg Ostradiol benzoat, 100 veya 50 mg P4’un i.m.
enjeksiyonunu igerir (27,47). Uygulamadan sonraki
ortalama 4. gunde yeni bir folikiler dalga olugsumu
gorulmektedir. Gonadotropin uygulamalarina bu za-
man diliminde yani 4 giin sonra baglaniimahdir. Ost-
rojen ve P4 uygulanarak yapilan folikuler dalga ma-
ndplasyonu sonrasi siperovulasyon uygulamalarinda
elde edilen sonuglarda geleneksel superovulasyon
uygulamalarindaki gibi transfer edilebilir embriyo sa-
yilari yiksek olamasa da fertilizasyon oranlari yapilan
iki calismada da olduk¢a ylksek bulunmustur
(21,25). Ancak 6stradiolin kullanimi, dstrojenik mad-
delerin gida zincirindeki etkileri ile ilgili endiseler ne-
deniyle dinyanin bircok (lkesinde yasaklanmigstir
(45).

Folikiil ablasyonu: Bir diger alternatif ydontem domi-
nant folikilin ultrason rehberliginde ablasyonu ile
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supresif etkisinin ortadan kaldinimasidir (17). Baglan-
gigtaki calismalar 5 mm’den buyik tim foliklllerin
ablasyonunu igeriyordu (18), ancak daha sonra domi-
nant folikllliin supresif etkisinin ortadan kaldiriimasi
icin en blyuk iki folikiilin ablasyonunun yeterli oldugu
sonucuna variimistir (14). Folikller dalganin ortaya
cikisi folikil ablasyonu uygulamasindan 24-36 saat
sonra ¢ok tutarli bir sekilde olugsmaktadir ve stpero-
vulasyon uygulamalarina bu zaman diliminde basla-
nilmahdir. Bu ydntem oldukga etkilidir ve elde edilen
sonuglar bakimindan &strojen ve P4 uygulayarak
folikliler dalga maniplasyonu ile elde edilen sonuglar-
dan farki yoktur (18), ancak foliklil ablasyonuna uy-
gun ultrason ekipmani ve deneyimli personel gerekti-
rir, ayrica embriyo Uretim merkezi disindaki uygula-
malarda kullanimi biraz zordur (26).

GnRH ya da LH kullanimi: Bu yontem dominant
foliklliin ovulasyonunu uyararak yeni bir folikiler
dalga olusumunu baslatmak igin GnRH ve domuz LH’
sinin kullanimini igerir. GNRH ile dominant folikdlin
ovulasyonunun uyarilmasindan 1.5-2 glin sonra yeni
bir folikiiler dalga olusumu baslamaktadir. Fakat foli-
kiler dalga olusumu sadece GnRH uygulamasi son-
rasi dominant folikiilin ovulasyonu sekillendiginde
ortaya cikmaktadir (49). Son cgalismalarda Ostrus
siklusunun herhangi bir déneminde GnRH uygulama-
sI sonucu sutgl ineklerde % 44-54 (16), et¢i duveler-
de % 56 (49) ve etgi ineklerde % 60 oraninda ovulas-
yon elde edildigini bildiriimektedir (60). Bu nedenle
GnRH uygulamasindan folikiler dalga olusumunun
baslangicina kadar gegen siire stiperovulasyon uygu-
lamalari igin ¢ok tutarli olmayabilmektedir. GnRH ya
da LH’nin temel uygulama sekli olarak P4 iceren bir
aygit kullanilir ve bundan 2-3 giin sonra GnRH enjek-
siyonu yapilir, siperovulasyon uygulamalarina ise
GnRH enjeksiyonundan 1.5-2.5 giin sonra baglanila-
bilecegi bildirilmistir. Bir P4 igceren aygitin olmasi ol-
gun folikillerin ovulasyonunu engelleyerek GnRH’nin
etkinligini artirmis olabilir (26).

iIk folikiiler dalga sirasinda siiperovulasyon

Bazi arastirmacilar ikinci dalga folikiilleri gibi birinci
dalganin folikullerininde gonadotropin uygulamalarina
benzer yanit verdigi ve sliperovulasyon yanitinda fark
olmadigini belirtmiglerdir (4). Bununla birlikte ilk foli-
kiler dalga sirasinda FSH uygulamasiyla birlikte
embriyo kalitesinin olumsuz etkilenmemesi amaciyla
P4 iceren bir ara¢ kullaniimasi gerektigi ifade edil-
mektedir (55). Bir diger alternatif PGF,a ve P4 igceren
aygitin ayni zamanda uygulanmasini takiben 7. gln-
de GnRH enjeksiyonu ile folikller dalga olusumunun
senkronize edilmesidir (2). Bu amagla tavsiye edilen
superovulasyon protokoli P4 iceren aygit ve
PGF,a’'nin ayni zamanda verilmesinden olusur. Yedi
gin sonra GnRH (P4 aygiti hala yerinde) persiste
folikiliin ovulasyonu indiklemek ve folikiler dalga
olusumunu senkronize etmek amaciyla uygulanir.
GnRH uygulamasindan sonraki 1-2 gin igerisinde
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yeni folikller dalga baglayacaktir. FSH uygulamalari-
na GnRH uygulamasindan 36 saat sonra baslaniima-
lidir (31). P4 igeren aygit ve PGF,a’nin ayni zamanda
verilmesini takiben 10. glinde ikinci bir PGF,a uygu-
lanmasi ve P4 iceren aygitin uzaklastirilmasi, bundan
48 saat sonra GnRH uygulanmasi ve GnRH uygula-
masindan 36 saat sonra folikliler dalga ortaya ¢ikigl
sirasinda slperovulasyon uygulamasina baslanilan
bir diger calismada da o6stradiol ile folikiler dalga
senkronizasyonuna benzer sonuclar elde edilmistir
(32). Folikil ablasyonu sonrasi slperovulasyon
sirasinda endojen progesteron kaynaginin uzak-
lastinimasinin (PGFa ile) embriyo kalitesi ve sayisi
Uzerine etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bir
calismada, endojen progesteron kaynagi (CL) uzak-
lastinlan dondrlerin toplam embriyo ve transfer edile-
bilir embriyo sayilarinin uzaklastirnimayanlara gore
disik oldugu bildirilmistir (63).

Subordinat folikiillerin kullanimi

Kiglk folikiller blylimelerine devam etmek igin
FSH'’ya ihtiya¢ duyarlar ve elde edilen bulgular sonu-
cu 1 mm kadar kiglk captaki folikiillerin FSH’nin
etkisi altinda buyumeye baslayacagd belirtiimektedir
(5). Superovulasyon igin yeni folikil ihtiyacinin 4-5
glnlik sUperovulasyon uygulama protokolinin bag-
langi¢ zamaninda 3-4 mm gap buyikligine ulasacak
kiicuk antral folikuller tarafindan saglanabilecegi hi-
potezi 6ne surllmdistir. Ginde 1-2 mm’lik bir blyime
hizini g6z 6niine aldigimizda, 1 mm’lik bir folikulin 3-
4 mm buyUkluge ulasmasi 2-3 gln slre alabilir bu
durumda superovulasyon protokolline 2-3 gun ilave
edilmelidir. Subordinat foliklllerin blyiimesinin uyaril-
masi ve folikiler dalga igerisine daha fazla folikdl
dahil edilmesi amaciyla siiperovulasyon i¢in hormon
uygulamasina baslamadan énceki iki giin giinde iki
kez kiigiik doz FSH uygulanmis ve sonra toplam veri-
len FSH miktarinda artis olmadan doért giin sire ile
ginde iki kez duzenli FSH uygulamasi ile stpero-
vulasyon protokoline baslaniimistir. Bir diger alterna-
tif uygulama ise FSH ile iki giin glinde iki kez yapilan
on uygulamanin yerine disuk dozda tek uygulama
eCG enjeksiyonunun yapilmasidir. Bu amagla yapi-
lan galismalarda FSH uygulamasina baglaniimadan
once uygulanan eCG’nin folikuler dalga igerisine ilave
yeni folikulleri dahil ettigi varsayimi 6ne surtlmustir
(26). Bir calismada etci dondrlere FSH uygulamasina
baslanmadan iki giin 6nce 500 IU eCG uygulanmasi-
nin siperovulasyon yanitini olumlu yénde etkiledigi
bildirilmistir (30). Diger bir galismada 400 IU eCG ile
On uygulama yapilan etci donérlerde, eCG uygulan-
madan yapilan superovulasyon uygulamalarina gére
embriyo veriminde artis elde edildigi belirtilmistir (20).

Tek veya iki FSH enjeksiyonu ile siiperovulasyon

Siiperovulasyon uygulamalarinda giinde iki kez FSH
uygulamasi zorunlulugunun siirekli dikkat ve is giici
gerektirmesi ciftlik personeli ve donorler de yaralan-
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ma riskini, ¢iftlik personelinin hatali uygulama ve yan-
lis kullanim olasiliklarini artirmaktadir. Buna ek ola-
rak ginde iki enjeksiyon dondrlerde asir strese ne-
den olabilmekte, sliperovulasyon yanitinin azalmasi-
na yol acabilmekte (19) ve preovulator LH profillerinin
degdisimine neden olabilmektedir (61). Sadelestiriimis
superovulasyon protokolleri ile uygulama maliyetleri
azaltilabilir ve uysal olmayan hayvanlarda dahi iyi
sonuglar alinmasi mimkin olabilir (23,28).

FSH'nin toplam uygulama dozunun tek seferde sub-
kutan enjeksiyon seklinde uygulanmasi ile, dért glin
boyunca glinde iki kez i.m. enjeksiyon yapilan proto-
kollerde elde edilen sonuglara benzer sonuglar alindi-
g1 bildirilmistir (19,28). Bununla birlikte stperovulas-
yon cevabi viicut kondlsyonuyla da iligkilidir. Deri alti
adipoz dokusu fazla olan ineklerde boyun bélgesin-
den ziyade omuz gerisine yapilan subkutan enjeksi-
yonlarda yarilanma 6mri kisa olan FSH'nin yag do-
kusu icerisinde yavas emilimi ile oldukga ylksek bir
superovulasyon cevabi alinmistir. Aslinda FSH’nin
hizli emilimine neden olan tim faktorler (6rnegin yag-
siz hayvanlarda boyun bdlgesinden i.m. enjeksiyon
gibi) superovulasyon cevabinin azalmasina neden
olmustur (23). Holstayn ineklerde subkutan yad doku-
sunun azlhigindan kaynaklanan tutarsiz sonuglar FSH
dozlarinin boélinerek %75 nin uygulamanin baslangi-
cinda, kalan %25’nin 48 saat sonra azda olsa adipoz
yag dokusu bulunan omuz bdlgesinden yapilmasiyla
kismen agildigi bildiriimistir (28). Son yillarda birkag
glin boyunca yavas ve sirekli salinimini saglayan bir
polimer kullanilarak (20 mg/ml hyaluronan) seyreltil-
mis FSH'nin tek bir i.m. enjeksiyonu ile galismalar
yaplimigtir. Elde edilen sonuglar bakimindan giinde
iki kez dizenli FSH enjeksiyonu yapilan dondrlerin
verileriyle karsilastirildiginda farklilik bulunamamistir
(22,28,62).

Uzun FSH uygulama protokolleri

Son zamanlarda et¢i dondrler ile yapilan bir calisma-
da FSH uygulamasinin uygulanan toplam doz miktari
degismeden sadece uygulama sayisi ve siresi artiri-
larak (7 gliin, 14 enjeksiyon) yapilmasinin supero-
vulasyon fonksiyonel cevabini artirdigi ve oosit/
embriyo gelisimi Uzerine herhangi bir olumsuz etkisi-
nin olmadig: bildirilmistir (35). Uzamis FSH enjeksi-
yon uygulamalarinin folikll gelisimini devam ettirdigi,
oosit/embriyo gelisiminde bir azalma olmadan ovulas-
yon sayisini arttirdidi ve daha fazla sayida foliklle
ovulasyon yetenegini kazandirdigi anlasiimistir (23).

Siiperovulasyonun final asamasinda eCG kullani-
mi

Slperovulasyon sirasinda farkli zamanlarda FSH ve
LHya olan ihtiyag tartigiimistir. Foliklil gelisimine
iliskin temel caligmalar FSH’nin folikiil olusumu ve
gelisimi icin gerekli oldugunu gdstermistir (1). Domi-
nant folikiller secildikten sonra LH reseptérleri gelisir
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ve LH’ya bagdimli hale gelirler (50). Bu nedenle stipe-
rovulasyon protokolinin sonuna dogru protokole
LH'nin dahil edilmesi siiperovulasyon uygulanan do-
norlerde folikiller gelisime katki saglayabilir. eCG
hem FSH hem de LH etkisine sahip oldugu icin gele-
neksel FSH sliperovulasyon protokollerinin sonlarina
dogdru buiytiyen ve gelisen folikillerde LH reseptorleri
igin surekli bir uyarim olusturabilir (23).

Siliperovulasyon amaciyla FSH uygulamasinin dor-
dlncl ginu son iki FSH enjeksiyonu yerine 200’er 1U
eCG enjeksiyonu uygulanan galismada toplam ovum/
embriyo sayisinda ve transfer edilebilir embriyo sayi-
sinda kontrol grubuna goére artis oldugunu bildirilmig-
tir (15). Brangus irki dondrler ile yapilan diger bir ¢a-
lismada kontrol grubunda doért giin boyunca glinde iki
kez sadece FSH, birinci gruba ilk dért FSH enjeksiyo-
nundan sonra tek doz 400 IU eCG ve ikinci gruba ilk
altt FSH uygulamasindan sonra 7. ve 8. FSH enjeksi-
yonu yerine ayni guiinde iki kez 200’er IU eCG uygu-
lanmistir. Sonug olarak 200 IU eCG uygulanan grup-
ta transfer edilebilir embriyo sayisinda artis oldugu
bildirilmistir (57). Dondr hayvanlarda potansiyel fonk-
siyonel cevabin istenilen dizeyde olmadig! ve artiril-
masinin istendigi durumlarda FSH uygulamalarindan
sonra yapilan eCG uygulamalari ile stperovulasyon
fonksiyonel cevabinda ve embriyo Uretiminde artis
elde edilebilecegi bildirilmistir (23).

Folikiil sayilari, AMH diizeyi ve siiperovulasyon
yaniti

AMH transforming growth factor- familyasina ait
glikoprotein yapida bir hormondur. Geligsen tum foli-
killerin granuloza hicreleri tarafindan uretilir, saghkh
antral folikiillerde maksimum seviyededir (52). inek-
lerde farkl folikiiler dalgalarinda gelisen folikul sayisi
hayvanlar arasinda oldukga degiskenlik gésterir (39).
Ayrica folikil sayilarinin dolagimdaki anti-mullerian
hormone (AMH) duzeyi ile iliskili oldugu bildirilmistir
(40). inekler lizerinde yapilan bir gaismada 3-5 mm
capinda 30’'dan fazla folikiile sahip dondrler ile
30’'dan az folikiile sahip donérler arasinda stpero-
vulasyon sonuglarinda farkhlik tespit edildigi bildiril-
migtir (59). Benzer sekilde et¢i diveler ile yapilan
baska bir calismada folikuler dalga olusumu sirasin-
da az sayida folikdl (<15 folikidl, >3 mm ¢apinda) bu-
lunan donérlerde ¢ok sayida folikll (>25 folikal) bulu-
nan dondrlerden daha dislk stperovulasyon sonug-
lari elde edildigi bildirilmistir (39). Japon siyah inekleri
Uzerinde yapilan bir ¢aligmada tohumlama Oncesi
AMH diizeyleri ile embriyo verimi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu, yetistirme doéneminde plazma
AMH diizeylerinin donér segiminde sliperovulasyon
fonksiyonel cevabi ve embriyo verimlilidi icin baslan-
gi¢ kriteri olarak kullanilabilecegini bildirilmistir (54).
Holstayn dondrler lzerinde yapilan ¢alismada AMH
Uretimi ile embriyo verimi arasinda pozitif bir korelas-
yon oldugu bildiriimistir (58).
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Sonug

Sonug¢ olarak Embriyo Transferi uygulamalari icin
sadelestiriimis ve optimum sayida embriyo elde edile-
bilen protokollerin gelistirimesine ihtiya¢ vardir. Son
yillarda gelistirilen folikiiler dalga ve ovulasyon kont-
rol programlari siiperovulasyon cevabinin degiskenli-
gini ortadan kaldirmasa da istenilen zamanda uygula-
malara baslaniimasini saglayarak embriyo transferi
¢alismalarina olumlu katki saglamislardir.
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Summary: General anesthesia in cats and dogs is the factor that directly affects the quality and comfort of the surgery.
Inhalation anesthesia is an anesthetic technique that has been successfully used in veterinary surgery in recent years.
Anesthesia complications can be reduced to minimum level with this anesthesia technique. The patient's introduction to
anesthesia and recovery time from the anesthesia goes on without any problem. Inhalation anesthesia technique is
more successful and advantageous than other techniques. However, equipment and used drugs are not economical. In
this review the latest information about the technique of inhalation anesthesia and used drugs to provide general anes-
thesia in cats and dogs was evaluated.

Key words: Inhalation anesthesia, inhalant anesthetics, technical information

inhalasyon Anestezisi: Teknik Bilgi ve inhalant Anestezikler
Ozet: Kedi ve kdpeklerde genel anestezi; yapilacak olan cerrahinin kalite ve konforunu direk etkileyen faktérdiir. inha-
lasyon anestezisi veteriner cerrahide son yillarda basarili bir sekilde kullaniimaya baslanmis bir anestezi teknigidir.
Anesteziye bagdli komplikasyonlar bu anestezi teknigi ile minumum seviyeye disirulebilmektedir. Hastanin anesteziye
girisi ve anesteziden uyanisi sorunsuz bir sekilde olmaktadir. inhalasyon anestezi teknigi diger tekniklere gére daha
basarili ve avantajlidir. Ancak ekipman ve kullanilan ilaglar ekonomik degildir. Bu derlemede; kedi ve kdpeklerde genel
anestezi saglamak igin uygulanan inhalasyon anestezisi teknigi ve kullanilan ilaglar hakkindaki son bilgiler degerlendi-

rilmigtir.

Anahtar kelimeler: inhalant anestezikler, inhalasyon anestezisi, teknik bilgi

Inroduction

Inhalation anaesthesia is a popular and reasonably
safe technique for providing anaesthesia for surgery
and medical diagnostic procedures (7,8). Inhalation
anesthesia is one of the anesthesia method which
provides general anesthesia. This type of anesthesia
is applied easily in all animal species. With inhalation
anesthesia, gas anesthetics are given directly to the
respiratory system by vaporizer which is mounted to
the anesthesia machine. To provide the general
anesthesia anesthetic agents should be penetrated to
the alveolar ephitel, ditributed with the blood and re-
ached to the brain (3,5,13).

Inhalation agents produce anaesthesia via their ef-
fects in the central nerveus system. Depth of anaest-
hesia depends upon the concentration of the agent in
the brain. A better term than concentration would be
partial pressure or tension, because these agents are
gaseous, and we usually measure their concentration
in units of pressure (8,14).

The inhalation and elimination of the anestehesic
agents which are used in inhalation anesthesia are
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rapid and depth of anesthesia can be controlled. The
patient should be monitorized during the anesthesia
(2,9,12).

Inhalation anesthesia should be particularly prefered
for the surgical operations which last more then 60
minutes. Many of the enjectable anesthesic agents
provide same duration of anesthesia. Anesthesia
quality decreses in the case of extention of the anest-
hesia by additional doses. But with the inhalation
anesthesia, because the depth of anesthesia can be
controlled these kind of complications are not occu-
red (1,15,18).

In this anesthesia method, the anesthetic agent is
given to the patient by mask or endotracheal intuba-
tion (18). For the short duration of surgical operati-
ons, the continuance of anesthesia can be provided
easily by the inhalation anesthetic agents which are
given by mask to the patients who are not intubated
(13,15). Inhalation anesthetic agent combined with O,
are inhalated to the patient by the tubes of inhalation
anesthesia machine. In this technique expiration air is
not inspirated again. Therefore, high rate of gas flow
is required. It is the disadvantage of this technique to
apply over dose anesthetic agents (4,14,16).
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In the technique of endotracheal intubation, endotrac-
heal tubes are used (2,12,15). The anesthetic agent
combined with O, is administered to the lungs by the
endotracheal tube which is connected to the anesthe-
sia machine. In this way, secure and stable anesthe-
sia is provived by less dose of anesthetic agent. Intu-
bation is the placement of endotracheal tubes into
the trachea. For this procedure premedication is es-
sential. For induction, short term enjectable anesthe-
tic agents are applied (ketamine, propofol, thiopental
sodium) (8, 18).

For high dosage of inhalation anesthetic agents the
mask technique can be used for induction. With the
assistance of a laryngoscope, an endotracheal tube
which is correct for the diameter of trachea is passed
through the oropharynx, glottis, and larynx into the
trachea (13). For possible complications of larynx
edema or irritation local anesthetics are applied to the
endotracheal tube or larynx (12). Endotracheal tube
cuff is inflated by an injector. It should be certain that
the tune is placed into the trachea (5). A cervical col-
lar is sometimes used to prevent motion of the
airway. Tube placement should be confirmed after
each inspiration-expriration movements of the pati-
ent. If there is no spontaneous respiration after the
pressure to the thoracic cage, motion of the airway
can be confirmed. After the intubation endotracheal
tube is placed to the anesthesia machine (4,17).

When the anesthesia process is done, vaporizer is
closed and O, is administered to the system. When
the spontenous respiration of the patient is normal,
proximal end of the tube is removed from T-piece of
the anesthesia machine. When the recovery from
anesthesia begins and glottis reflex occurs the air in
the high-pressure cuff is realsed by an injector and
tube is removed from trachea. This is refered to as
extubation of the trachea (12,13).

Breathing systems

The circle breathing system is the most common cir-
cuit used and is standard equipment on most anest-
hesia machines. Pediatric, standard adult (small ani-
mal), and large animal circuits differ primarily in their
internal diameters, rebreathing bag, and overall volu-
me and size of the carbon dioxide absorbent canister.
Pediatric and adult circuits have the same size absor-
bent canister and differ only in the size of the breat-
hing tubes and rebreathing bag used (9).

Nonrebreathing systems have no chemical absorbent
and depend on a high fresh-gas flow rate to remove
exhaled CO, from the breathing system. They are
less efficient than the rebreathing system; the oxygen
and anesthetic agent are wasted; more anesthetic
agent must be scavenged, with a greater potential for
environmental contamination; and patient heat and
humidity is not conserved, so that patient cooling due
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to convective heat loss is greater (8,9).
Ideal inhaled anesthetics

e Should not have an irritating and unpleasent
smell.

e Should provide a quick induction and rapid reco-
very from aneshthesia.

e Should provide good analgesia, muscle relaxa-
tion, quick changes and easy maintenance
of anesthesia for the surgical access.

e Should be secure and provide emergence from
anesthesia and should be monitorized easily.

e  Should cause minimum complications.
e Should not have any toxic effect.

e Biotransformation level of the agent should be
low.

e Should be easily and cheaply obtained.
e Should not be explosive.

e Should not be decomposed during retention pe-
riod.

e Should be used safely with other medications.
e Should dull the reflexes.

According to the researches up till now, it is not men-
tioned that there is a precisely ideal anesthetic. The-
refore, with minimal effect on the cardiovascular and
respiratory systems, non-toxic effect of volatile anest-
hetics should be used. Currently used inhalation
anesthetics isoflurane, sevoflurane and desflurane
(7,11).

Isoflurane

Isoflurane can be used in all animal species. The
blood/gas coefficient is 1.4. Therefore induction, re-
covery from anesthesia and metabolism of the agent
occur quickly. This indicates the minimum toxic effect
of isoflurane. Its own vaporizer (Isotec) is used (17).
Induction of anesthesia can be achieved by using 2,5
to 4.5 % enflurane in air or in oxygen, and prolonged
with 1 to 3 %. To prevent depression of the respira-
tory system and irritation of the respiratory tract pre-
medication is suggested. In spite of it's side effects
on respiratory system it's prevention on bronchial
vasoconstriction is concidered as an important ad-
vantage. Therefore isoflurane is suggested in pati-
ents with bronchospasm (9,19). 0.2 % of isoflurane
is metobolized (2). This is concidered as an important
advantage of isoflurane. Isoflurane does not have
any fonctional or pathological effects on kidneys.
Therefore it can be used safely in patients with kid-
ney problems (6,7,11).

The different levels of liver function tests during
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anesthesia returns to the reference levels after reco-
very. Because isoflurane has a minimum effect on
liver and hematologic parameters compared with
other voletile anesthetics it can be safely used in pati-
ents with liver failure (1,2).

Isoflurane does not contain preservatives and is not
broken down by sunlight. Isoflurane has a pungent
odor and tends to cause breath holding in non-
premedicated animals. Depresses cardiovascular
(reduction in cardiac output and induces vasodilation)
and respiratory (reduces respiratory rate and tidal
volume) functions in a dose-dependent manner
(3,16,19). Isoflurane is approximately 7-8 times less
expensive than sevoflurane (2). The close similarity
in vapor pressure between halothane and isoflurane
allows isoflurane to be administered in a halothane
vaporizer, once the halothane preservative (thymal)
has been properly cleaned from the vaporizer (1,17)

Sevoflurane

The blood/gas coefficient is 0.59. Therefore it provi-
des quick induction and recover. Must be used with a
vaporizer designed specifically for sevoflurane
(Sevotec). When 5% sevoflurane is administered for
induction, anesthesia occurs in 2 minutes, and is
prolonged with 1 to 4% (7,10,11).

Sevoflurane has a high alveolar concentration which
provides a quick equilibrium in the blood and brain.
Anesthesia recovery period is quick and calm. There-
fore for the long duration of surgical operations sevof-
lurane is prefered. Sevoflurane is metobolized by the
liver microsomal enzymes and the rate is 2%. With
isoflurane it is 0.2% (2,8,18).

Sevoflurane has a lower blood gas solubility than
isoflurane, resulting in a faster induction of anesthe-
sia, changes in depth of anesthesia, and recovery
from anesthesia. Sevoflurane is slightly less depres-
sive on ventilation than isoflurane (14).

The anesthetic index is the apneic inhalant anesthetic
concentration divided by the MAC. The anesthetic
index of sevoflurane in dogs is 3.45, while the index
of isoflurane in dogs is 2.61. This indicates that se-
voflurane is less likely to inhibit respiratory function
than isoflurane at equal anesthetic concentrations
(10).

Sevoflurane has similar cardiovascular sideeffects to
isoflurane; both inhalants cause dose-dependent
cardiovascular depression. It is less potent than isof-
lurane and is minimally metabolized by the liver and
kidneys. Sevoflurane is more expensive than isoflura-
ne. It may react with desiccated soda lime, causing
chemical instability and heat production (2,5).

Desflurane

Desflurane is It requires the use of electrically heated

Nusret Apaydin

vaporizers. Desflurane has a very high vapor pressu-
re and therefore requires a special temperaturecont-
rolled, pressurized vaporizer to deliver an accurate
anesthetic concentration to the patient (7,11).

The temperature-controlled, pressurized vaporizer
must be plugged into an electrical outlet to supply
exogenous heat to the vaporizer during operation (8).

Because it's blood/gas coefficient is very low (0.42) it
provides the quickest induction and recovery.
However, the anesthetic effect of desflurane is lower
then other voletic agents. This is considered as a
desadvantage for surgical operations (13).

Desflurane is the least potent of the modern anesthe-
tic gases (apart from nitrous oxide) with a MAC of 7.2
% in dogs. It has similar cardiovascular effects to
isoflurane. Desflurance is limited in the veterinary
practise (7).

Anesthetic machine

Basic components of an anesthesia machine include
a compressed gas source, pressure- reducing valve
(pressure regulator), flowmeter, and vaporizer.
Compressed gas sources are oxygen and N,O. While
N2O commonly is used in human anesthesia, use in
veterinary medicine is limited mainly to dogs and cats
to spare requirements for the more potent inhalant
agents (12).

In addition to liquid bulk tanks for oxygen, sources
include large tanks connected by high-pressure, color
-coded (green for Oy, blue for N,O) hose known as
DISS (diameter index and safety system) and small
tanks which may be connected, via a hanger yolk
with a self-contained pressure regulator and pressure
gauge, directly to a small animal machine (9).

Pressure regulators reduce the pressure exiting the
compressed gas source to a constant and safe pres-
sure of 50-60 psi to provide a constant pressure to
the flowmeter. Flowmeters control and indicate the
rate of flow of oxygen and N,O delivered to the com-
mon gas outlet or through an out-of-system vapori-
zer. Gas moves from bottom to top around a float,
which indicates flow rate in L (or ml)/min. Most
flowmeter floats are cylindrical and read in the midd-
le; alternate-shaped floats are read at the top.
Flowmeters are calibrated at 20°C and 760 mmHg.
Flow knobs usually are color coded and oxygen
flowmeter knobs usually are larger than other knobs
on the machine to minimize human error.

Vaporizers deliver a controlled concentration of po-
tent inhalant to the patient breathing system. Cur-
rently, the safest vaporizers are out of (breathing)
circle (VOC; Figure 5-2), precision, agent specific,
concentration calibrated, and variable bypass, which
are temperature, flow, and back-pressure compensa-
ted. Because vaporizers different than those just
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described remain in use in veterinary practice, we
provide a brief review of these (8,12).

Paired one-way valves (inspiratory and expiratory),
which prevent rebreathing of exhaled gases before
they pass through the absorbent canister.

Fresh gas inlet (site of entry of gases from the com-
mon gas outlet).

Pop-off (relief) valve, which vents gases to the sca-
venger system and prevents excessive ressure within
the system.

Rebreathing bag, which provides peak demands du-
ring inspiration, a mechanism for manually assisting
ventilation, and a method for observing spontaneous
ventilation.

Pressure manometer, usually attached at absorbent
canister and calibrated in cm H,O to assess pressure
achieved during assisted ventilation.

The absorbent canister is filled with either soda lime
or barium lime granules (calcium hydroxide is the
primary component of both), which neutralize exhaled
CO,. The reaction is exhaustive and produces a
change in the granules, including heat generation,
soft to hard, and a color change (most often white to
violet). As a general rule, absorbent granules should
be changed after 6-8 hr of use or when the color re-
action is apparent in approximately (12).

Result

The surgery in veterinary medicine is highly devel-
oped. Operations using advanced techniques have
increased. Therefore, the duration of operation was
prolonged and quality anesthesia techniques were
preferred. There are many problems in general anes-
thesia provided by injectable anesthetics. Inhaled
anesthesia is a preferred anesthetic technique in
veterinary surgery in recent years. Technical infor-
mation and qualified staff are needed for the anesthe-
sia equipment’s using. The anesthetic drugs used in
inhalation anesthesia are more expensive than inject-
able anesthetic drugs. Complications are less com-
mon in inhalation anesthesia. Anesthesia and recov-
ery time from anesthesia are very fast and comforta-
ble. As a result, inhalation anesthesia is an ideal an-
esthetic technique and its use is very widespread.
For this reason, many veterinary clinics prefer this
anesthesia technique.
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Ozet: Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuvarina getirilen élii bir Hazar martisi (Larus
cachinnans) parazitolojik agidan teknigine uygun olarak muayene edilmistir. Rastlanan parazitler usuliine uygun topla-
nip, tespit edilmis ve saydamlastirilarak morfolojik 6zelliklerine gére Cosmocephalus obvelatus ve Paracuaria adunca
olarak identifiye edilmistir. Tanida 6nemli bolgelerin dlgimleri yapilmis ve fotograflari gekilmistir. Her iki nematod tiri
de Turkiye parazit faunasi igin ilk bildirimdir.
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Two New Nematode Species for Turkey Fauna in a Seagull (Larus cachinnans); Cosmocephalus obvelatus
(Creplin, 1825), and Paracuaria adunca (Creplin, 1846) *
Summary: A dead Caspian gull (Larus cachinnans) submitted to the parasitology laboratory of the Faculty of Veteri-
nary Medicine in Ondokuz Mayis University was examined in accordance with the standard techniques in the labora-
tory. The parasites were fixed, clarified and identified as Cosmocephalus obvelatus and Paracuaria adunca according
to morphological characteristics. Some specific morphological charecters were measured and photographed by micros-

copically. To our knowledge, both nematode species are the first record for parasite fauna in Turkey.
Key words: Cosmocephalus obvelatus, Larus cachinnans, nematod, Paracuraia adunca, Seagull

Girig

Hazar (Karadeniz) martisi (Larus cachinnans Pallas,
1811) martigiller (Laridae) familyasindan 55-67 cm
boyunda deniz kiyilarinda yasayan iri bir marti tirG-
dir. Bu tir Karadeniz, Akdeniz ve Hazar denizi sahil-
lerinde yaygin olup Polonya’dan Cin’e kadar genis bir
dagihm gdésterir. Martilar, zeki ve cesur hayvanlar
olup insanlarin yerlesim alanlarina yakin yerlerde
yasarlar, besinlerini yumusakga, yenge¢ ve Kki-
¢k baliklar olustursa da her seyi yiyebilirler. Dolayi-
siyla sucul canlilar ile su kaynakli birgok parazite ev
sahipligi yapmaktadirlar.

Turkiye’de 12 marti tiri olmasina karsin, kayitlara
g6re marti parazitleri ile ilgili tek bir calisma mevcut-
tur. iigili caisma (7) Van yéresinde digki bakisiyla
yapiimis olup martilara ait parazit faunasi ile ilgili
yeterli bilgi bulunmamaktadir. Ancak diinyada yapilan
calismalarda martilarin ylzlerce parazite ev sahipligi
yaptid1 bilinmektedir (11,13). Bu makalenin amaci,
Turkiye faunasi icin yeni kayit olan iki nematod tiru-
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ter bildiri olarak sunulmustur.

ndn Turkiye’nin biyolojik varliklari olarak literature
kazandiriimasidir.

Olgu tanimi

Samsun Karadeniz sahilinde bulunan 6&lu bir Hazar
martisi (L. cachinnans), 2015 yil Nisan ayinda Ondo-
kuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi parazitoloji
laboratuvarina getirilmis, laboratuvarda ekto ve endo
parazit agisindan teknigine uygun olarak muayene
edilmistir. Rastlanan parazitler usuliine uygun topla-
nip, tespit edilmis ve saydamlastirilarak identifiye
edilmigtir (1,3,4,10,15).

Martinin 6limd Gzerinden bir ginden fazla zaman
gectigi icin ektoparazite rastlanmamisg, sindirim siste-
minden Acuaridae ailesinde yer alan ve Ulkemizde
daha 6nce bildiriimemis olan Cosmocephalus obvela-
tus (iki erkek) ve Paracuaria adunca (dokuz erkek,
alti disi) olmak Uzere iki yeni nematod tirl saptan-
mistir (Sekil 1, 2).

Tartisma ve Sonug

Acuariidae ailesi ¢ok genis bir aile olup 40 cinste yer
alan ve ¢ogu kanatlilarda parazitlenen yaklasik 300
tir igerir. Cinslerin ayrimi ve siniflandiriimasinda vi-
cudun 6n bolimunde bulunan kutikuler kordonlarin
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yapisi ve sekli (uzun, kisa, surekli, kesintili olmasi)
onemli rol oynar (1).

Bu aileden llkemizde kanatlilarda Acuaria hamulosa
(6,9), Dyspharinyx nasuta (Gicik, 1997), Echinuria
uncinata, Streptocara crassicauda (9) ve Synhimant-
hus laticeps (14) olmak Uzere bes tir kaydedilmistir.

Paracuaria cinsinin 6zelligi, agiz kenarinda, her iki
tarafta ikiser olmak Uzere, kisa, parmak seklinde,
rudimenter 4 kordon olmasidir (2,12). Bu nedenle
primitif Acuarid cins olarak kabul edilir. Ancak bu ya-
pilar derin gémuldugu icin 1sik mikroskobunda gor-
mek ¢ok zordur, ancak filogenik olarak Acauariane
grubunda oldugu kanitlanmistir. Paracuria cinsinde
gecerli iki tir olup bunlar P. adunca ve P. hispani-
ca'dir (1). Paracuaria adunca cinsin tip tiri olup As-
ya, Avrupa ve Amerika’'da balikgil kuslarda, P. hispa-
nica ise kuigik memelilerde parazitlenir (4).

Martida buldugumuz P. adunca erkekleri 9.15 mm
uzunlukta ve 128.5 pm genigliktedir. Agiz kapsulu
uzunca, 6zefagus ¢ok uzun, on kassal ve arka bezsel
olarak iki kisma ayrilir. Ucu U¢ catalli olan servikal
papilin (deirid) 6n uca uzakligi 195.0 ym olup bundan
yaklasik 20 ym o6nde sinir halkasi yer almaktadir.
Erkeklerde 9-10 cift kaudal papil bulunmakta olup,
bunlarin dérdu preanal, besi post analdir. Bazi papil-
ler, pedunkul (sapl) seklinde olup bunlarin uzunlugu
28-30 ym’ye ulagir (Sekil 1.A,B,C). Spikilimleri esit
olmayip sag spikilim kisa (118.4 uym), bas kismi
kalin yapili ve yaklasik 29.3 ym c¢apindadir. Sol spi-
kulim ise ince ve digerinin yaklagik doért kati uzunluk-
ta (466.1 ym) olup ug kismi kivrik, zipkin ucuna ben-
zer (Sekil 1.C).

Disileri daha buyuk olup 17.3 mm uzunlukta ve vucut
ortasinda 231.5 ym kalinliktadir. Agiz kapsulu erkek-
lere yakin blyuklikte ve 154.6 ym uzunluktadir. Mus-
kuler 6zefagus 0.1 mm, glanduler 6zefagus ise 1.96

Sekil 1. P. adunca, A) Erkek, 6n ug, B) Erkek, servi-

kal papil, C) Erkek, arka ug, D) Disi, arka ug, E-F)
Uterustaki yumurtalar (Olgu, 50 ym)

mm uzunlukta élctlmugstir. Servikal papilin 6én uca
uzakhgr 202.3 ym olarak saptanmistir. Vulva ortadan
sonra yer alir ve arka uca uzakhgi 7.76 (7.5-8.0) mm,
anus arka uca yakin yer alir ve kuyruk uzunlugu 182
(176-192) pm’dir. Uterustaki yumurtalar 37.8 x 18.8
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Mm ¢apinda olgilmustur (Sekil 1). Tablo 1 de disi ve
erkek parazite ait bazi morfolojik bolgelerin karsilasti-
rilmali élglleri verilmigtir.

Tabloda goéruldigu Uzere arastirici ve marti tiriine
gore (4,15) parazitin cesitli olglleri arasinda bazi
klguk farklar bulunmaktadir. Bunun nedeni marti
turlerinin bayukltklerinin farkli olmasina ve parazitler-
deki bireysel farkliliklara baglanabilir. Clnki birgok
parazit tirinin buyukligu ile konak buyukligu ara-
sinda dogru oranti bulunmaktadir.

Cosmocephalus tirleri balik yiyen kuslarin 6zefagus,
kursak ve midelerinde parazitlenen, baliklar arako-
nak olarak kullanan orta boy nematodlardir. Bu cinste
gecerli yedi tur olsa da, en yaygin ve bilineni C. obve-

=y

Sekil 2. C. obvelatus, Erkek, A) On ug, B) Servikal
papil, B) Arka ug, (Olgti 100 uym)

latus'dur (8). Parazitin 6n ucunda dorsal ve ventral
olarak yerlesmis, birbiriyle anastomoz yapan, devamli
seyreden enine ¢izgili ve i¢ kisimlari dantela gibi olan
iki cift katikller kordon vardir. Deirid biylk olup ucu
iki catalli olup bunun hafif gerisinde, lateralde bosal-
tim deligi yer alir. Erkeklerin arka ucu kivrik olup kau-
dal kanat ile dort ¢ift preanal ve bes ¢ift postanal pa-
pile sahiptir. Spikilimleri esit degildir (3,8,10).

Buldugumuz erkekler 11.1 (10.5-11.7) mm uzunlukta
ve 275 (270-280) ym kalinliktadir. Dig kutikller kor-
donlarin uzunlugu 362.5 (340-385) um, i¢ ktikiler
kordonlarin uzunlugu ise 257.6 (240-275) um olarak
Olgulmustur. Deiridin 6n uca uzakhgi 435 (420-450)
Mm, sinir digumandn 6n uca uzakligr 420 (415-425)
pm, bosaltim deliginin 6n uca uzakhgi 540 (530-550),

agiz kapsilii 390 (380-400) um’dir. Ozofagus ¢ok
uzun olup toplam uzunlugu 4.07 (4.55-4.79) mm'’ye
ulasir. Bunun 1.01 (1.0-1.02) mm kassal, geriye kalan
3.66 (3.55-3.77) mm’lik kismi ise bezsel 6zofagustan
olusur. Muskuler 6zofagusun son kisminda kalinlik
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Tablo 1. P. adunca’nin bazi morfolojik karakterlerinin karsilastiriimasi

Sinasi UMUR

L. dominicanus Ort.

L. delaverensis

L. cachinnas

(Min.-Max.) (Diaz Ort. (Min.-Max.) Ort. (Min.-Max.)
ve ark., 2004). (Wong, ve Anderson, (Bu calisma)
1982)
Erkek (n:9)
Toplam uzunluk, mm, 6.38 (5.3-7.2) 7.8 (5.8-8.8) 9.15 (8.25-9.88)

Maksimum genislik, pm

Agiz kapsulu, pm

Sinir halkasi, 6n uca uzaklik, yum
Deiridlerin 6n uca uzakligi, ym
Bosaltim deligi, ym

Kassal 6zefagus, mm

Bezsel 6zefagus, mm
Bezsel/kassal 6zefagus orani
Sag spiktlim, pm

Sol spikulim, ym

118 (102-149)
119 (105-140)
130 (118-148
116 (86-146)
160 (122-208)

0.63 (0.42-0.75)

1.45 (1.24-1.92)

2.3
107 (92-125)
371 (308-448)

114 (100-140)
165 (130-190)
195 (170-230)
210 (180-230)
254 (220-270)
0.8 (0.6-1.1)
1.8 (1.4-1.9)
2.2
137 (120-150)
484 (420-500)

128.5 (110-141)
153.4 (135-170)
172 (160-190)
195.0 (180-205)
420 (415-425)
1.010 (1.0-1.02)
3.66 (3.55-3.77)
2.26
118.4 (111-145)
466.1 (428-500)

Disi (n:6)

Toplam uzunluk, mm

Kalinlik, vicut ortasi, pm
Kassal 6zefagus, mm

Bezsel 6zefagus, mm
Bezsel/kassal 6zefagus orani
Deiridlerin 6n uca uzakligi, ym
Bosaltim deligi, 6n uca uzaklik
Yumurta uzunluk, pm
Yumurta genislik, yum

Kuyruk, pm

13.21 (8.06-16.7)
190 (150-234)
0.629 (0.42-0.75)
1.45 (1.24-1.92)
2.03
135 (100-200)
185 (140260)
37 (33-40)

19 (17-21)
127 (100-145)

13.7 (11-17.6)
186 (130-230)
0.8 (0.6-1.1)
1.8 (1.4-1.9)
2.0
245 (185-275)
284 (270-307)
41 (39-42)
22 (20-25)
136 (100-150)

17.35 (15.0-19.5)
231.5 (220.0-252.5)
0.995 (0.99-0.105)
1.95 (1.70-2.30)
1.96
202.3 (188-225)
289 (280-310)
37.8 (35-40)
18.8 (17.5-20.0)
182 (176-192)

175 (170-180) uym iken, bezsel 6zofagusun son kismi
daha kalin olup 205 (165-245) ym kadardir. Spiki-
Iimleri esit olmayip kisa olan sagdaki 150 (145-155)
um, soldaki ise 530 (490-570) ym o6lgulmustir (Sekil
2). Ornek sayis| az ve sadece iki erkek parazit olmak-
la birlikte, morfolojik 6lgiim sonuglari literatlr verilerle
(8,10) uyum gostermistir.

Turkiye'de marti parazitlerine iligkin tek bir calisma
(7) mevcut olup diskl bakisiyla Van yéresinde yapil-
mistir. Bu galismada incelenen martilarin %49.41’inin
Echinostoma revolutum ve %19.41’inin Capillaria
spp. ile enfekte oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla mar-
tida saptadigimiz P. adunca ve C. obvelatus tirleri
Turkiye icin ilk kayit olmaktadir.

Sonug olarak, Turkiye'nin G¢ kitanin ortasinda ve
kuslarin gbé¢ vyollari Utzerinde yer almasi yaninda
Samsun'da Kizilirmak ve Yesilirmak deltalari, go¢-
men kuslar igin énemli Greme alanlaridir. Dolayisiyla
yabani hayvanlarda yapilan calismalarda Tirkiye
parazit faunasi igin yeni tirlere rastlanmaktadir. Bu
nedenle Tirkiye parazit faunasinin belirlenmesi igin,
yaban hayvanlari basta olmak Uzere, daha ¢ok aras-
tirma yapilmasi gereklidir.
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Second Edition. New York: John Wiley and Sons,1981; p.103.

If the reference is whole book with an editor, citation must be as
below;

Example: Balows A, Mousier WJ, Herramafl KL, eds. Manual
of Clinical Microbiology. Fifth Edition. Washington DC: IRL
Press, 1990; p. 37.

If the reference is from meeting, citation must be done as shown
below;
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SON KONTROL LISTESI

Makalenizi géndermeden 6nce litfen bu bélimdeki maddelerle karsilastirma yapiniz ve eksiklikleri

gideriniz.

Eksiksiz doldurulmus ve butlin yazarlarca imzalanmis “Telif Hakki Devri Formu”
(http://ercvet.gmail.com adresinden ulasabilirsiniz) makale ile birlikte génderildi.

Metnin tamamu ¢ift aralikli (5 mm) yazildi (Ozetler, tablolar, sekil alt yazilari, kaynaklar v.d. dahil).
Her bir kenarda 2,5 cm bosluk birakildi.

Yazilar 10 punto (Arial) ile yazildi.

Satir numaralari verildi.

Kapak sayfasinda, makalenin bashgi (sadece yazim dilindeki) koyu (bold) yazildi, kisa baslik
eklendi.

Kapak sayfasinda, yazar isimleri agik olarak yazildi (kisaltma yok).
Kapak sayfasina dipnot (varsa) eklendi.

Turkge baslk yazildi.

Tarkce 6zet yazildi.
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ingilizce anahtar kelimeler verildi.

Sekillerin orijinal halleri eklendi.

Metin iginde sekiller ardigik numaralandi.

Sekil boyutlar min.=8x20; max.=16x20 cm.
Metin iginde tablolar ardigik numaralandi.
Tablo boyutlari min.=8x20 cm; max.=16x20 cm.
Sekil ve tablolarin metin iginde gelmesi istenilen yer belirtildi.
Sekiller listesi ayri bir sayfa olarak hazirlandi.
Her sekil ayri sayfaya yerlestirildi.

Tablolar listesi ayri bir sayfa olarak hazirlandi.
Her tablo ayri sayfaya yerlestirildi.

Kaynaklar yazim kurallarina uygun yazildi.

Yazisma adresi verildi.
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Entire paper has been 5 mm double-spaced (abstract, tables, captions/legends, references).
Margins have been 2,5 cm each side.
Font size has been 10 pt (Arial).

Lines have been numbered.

Title of the manuscript has been written bold and short title added on the cover page.
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Footnote has been given on the cover page (if necessary)

English title has been given.

English summary has been given.

English keywords have been given alphabetically.

Turkish title has been given.

Turkish summary has been given.
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Orijinal figures have been prepared correctly according to instructions.
Figures have been referred to consecutively in the paper.

Dimensions of figures have been min =8x20 cm; max.=16x20 cm.
Tables have been referred to consecutively in the paper.

Dimensions of tables have been min =8x20 cm; max.=16x20 cm.
Figures and tables have been stated requiring put on the manuscript.
Names of figures have been given on a separate page as figure list.
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References has been typed according to instructions.

Corresponding address has been given.
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