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Summary: The purpose of this study was to determine the antibacterial-antioxidant properties of essential oil (EO) and
aromatic water (AW) obtained from juniper fruit (Juniperus oxycedrus L.) and to investigate its possible use in animal
husbandry. The EO and AW were obtained by means of distillation method from the juniper fruit collected from Isparta
province. Total phenolic compounds in EO and AW were observed as 5.25, and 1.82 mg gallic acid equivalent (GAE)/
g, respectively. The highest phenolic compounds found were 77.89% a-pinene in EO and 55.43% a-cedrol in AW. The
free radical trapping activity of EO and AW was found as 82 and 45.5% in 100 pl/ml, respectively. At total antioxidant
capacity (TAC) analysis, this value was obtained as 27.61 mmol Trolox equiv./It in EO and 5.54 mmol Trolox equiv./It in
AW. The MIC (Minimum inhibition concentration) analyses, it was observed that EO and AW suppressed the growth of
Staphylococcus aureus, E. coli, Enterobacter and Salmonella bacteria in different concentrations. Besides, it was found
that the effect of AW was not effective while EO suppressed the growth of Lactobacillus rhamnosus bacteria. In the
preliminary study performed on calves (n= 5), adding EO and AW to milk did not have any negative effect on milk con-
sumption. As a result of these findings, it was observed that both EO and AW had antibacterial-antioxidant activity.
However, studies on live material will allow a better evaluation of the results and effects on live material.

Key words: Antibacterial-antioxidant activity, aromatic water, essential oil, juniper fruit

Katran Ardici Meyvesi (Juniperus oxycedrus L.) Aromatik Yagi ve Aromatik Suyunun Antibakteriyel and
Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi

Ozet: Calismada katran ardici meyvesinden elde edilen yag ve aromatik suyun antibakteriyel-antioksidan &ézelliklerinin
belirlenmesi ve hayvancilikta kullanim olanaklarinin arastirimasi amacglanmistir. Yag ve aromatik su, Isparta ve
cevresinden toplanan katran ardici meyvelerinden destilasyon ydntemi ile elde edilmigtir. Katran ardici yag (AY) ve
aromatik suyunda (AS) toplam fenolik bilesenler sirasiyla 5.25 ve 1.82 mg GAE/g olarak elde edilmistir. En ylksek
fenolik bilesen yagda %77.89 ile a-pinen, aromatik suda ise %55.43 ile a-cedrol olarak belirlenmistir. AY ve AS’nun
serbest radikal yakalama aktivitesi 100 yl/ml'de sirasi ile %82 ve 45.5 olarak belirlenmistir. Yapilan toplam antioksidan
kapasite (TAK) analizi sonucunda bu deger AY’da 27.61 mmol Trolox equiv./It, AS’'ta ise 5.54 mmol Trolox equiv./It
olarak elde edilmistir. Yapilan MIK (Minimum inhibisyon konstrasyonu) analizleri sonucunda AS ve AY’nin Staphylococ-
cus aureus, E. coli, Enterobacter ve Salmonella bakterilerinin geligimlerini dedisik konsantrasyonlarda baskiladiklari
g6zlemlenmistir. Bunun yani sira, AY’nin Lactobacillus rhamnosus bakteri gelisimini baskilarken AS’nin etkisinin olma-
digi belirlenmistir. Buzagilarda (n=5) yapilan 6n galismada AY ve AS ilave edilen siitlerin tiiketiminde bir olumsuzluk
gozlemlenmemistir. Elde edilen sonuglar 1giginda hem AY’nin hem de AS’nin antibakteriyel-antioksidan aktivitesinin
oldugu gézlemlenmistir. Ancak canli materyal Uzerinde yapilacak olan ¢alismalar sonuglarin daha iyi degerlendirilme-
sine ve canli materyal Uzerine etkilerinin belilenmesine olanak saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Antibakteriyel-antioksidan aktivite, aromatik su, esansiyel yag, katran ardici meyvesi

Introduction

In the livestock sector, antibiotics were widely used
to regulate the use of feed and to prevent disease
and metabolic disorders. In recent years, the re-

Gelig Tarihi/Submission Date :24.06.2019
Kabul Tarihi/Accepted Date  :17.12.2019

* This work is presented at 13" National Animal Science Congress of
Students (Bu galisma “13. Ulusal Zootekni Ogrenci Kongresinde”
Ozet metin olarak sunulmustur).

striction and prohibition of antimicrobial agents in
animal diets has led to the direction of research into
the use of plant extracts as feed additives in animal
production. Essential oils obtained from plants are
safe and are classified as safe additives when con-
sumed by humans and animals (FDA, 2018).

In many countries of Europe and the world, Junipers
are considered very important due to their pharmaco-
logical properties. As in all over the world, Juniper
has become an indispensable plant from the fruits
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and leaves of which Anatolian people have benefit-
ed. In diseases such as pain, cough, rheumatism,
tuberculosis, medications prepared from its roots
and mostly from its fruit are used as an antiseptic
(Tumen and Hafizoglu, 2003). J. oxycedrus L. spe-
cies, naturally found in Turkey, is rich in essential
oils, tannins, flavonoids, resins, lignin and triterpenes
(Tumen and Hafizoglu, 2003). Juniper cones and
leaves are used in medicine and cosmetic industry in
the treatment of skin diseases, worm-shedding, stim-
ulants and antiseptics (Dogan et al., 2016). Juniper
is known to be suitable for diseases such as skin
inflammation, headaches, diabetes, digestive tract
diseases, bronchitis, respiratory diseases such as
asthma, kidney and urinary tract diseases, jaundice,
sciatica, rheumatism, sinusitis, liver disorders, metab-
olism disorders and used against these disorders
(Koc, 2002; Gulsoy et al., 2017).

Antioxidant compounds such as polyphenol are com-
mon in plants, but they are also present in high con-
centrations in fruits such as apple, grape, blackberry,
and strawberry. These compounds have radical
cleansing properties and are used as protection
against cardiovascular diseases (Wang and Jiao,
2000; Hertog et al., 1995).

Free radicals can be produced through metabolic
sources in cells as well as through external sources
such as nutrients, drugs and environmental pollution.
Free radicals can damage macromolecules such as
proteins, DNA and lipids and cause damage to differ-
ent tissues. Natural antioxidants can be used as inac-
tivators of free radicals (Miliauskas et al., 2004).

In this study, the essential oil components, phenolic
contents, antiradical, antioxidant-antibacterial activi-
ties of juniper oil and aromatic water obtained from
juniper fruit along with possible use in animal hus-
bandry especially in calf feeding-breeding were in-
vestigated.

Material and Methods

J. oxycedrus L., which used as material, were col-
lected from the trees growing naturally in Isparta
province in March-April. The collected fruits were
dried at room temperature in the Animal Science
Department laboratory.

Distillation

A hundred gram fresh juniper fruit was filled into the
5L balloon in the Clevenger hydrodistillation device,
and 1.5 L of distilled water was added over 3 hours
(European Pharmacopoeia, 1975). At the end of the
distillation, EO and AW were obtained. The distillation
process was performed on 3 separate Clevenger
devices (3 replication) and required amounts of juni-
per EO, and AW produced in other laboratory anal-
yses.

89

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2020; 17(2): 88-94

GC-MS analysis; at the end of distillation, Juniper EO
and components were determined in GC-MS (Gas
Chromatography/Mass Spectrometry) device (QA-
5050 quadrupole detector Shimadzu 2010 Plus). The
GC-MS operating conditions were as follows: As a
capillary column, CP-Wax 52 CB (50 m x 0.32 mm.
0.25um) was used in the analyses. The furnace tem-
perature program increased by 10°C per minute from
60°C to 220°C and it was kept at 220°C for 10
minutes. The total analysis lasted 60 minutes, the
injector temperature was 240°C and the detector tem-
perature was 250°C. Helium (20 mL/min, split 1:20)
gas was used as a carrier gas. Wiley, Nist, Tutor,
FFNSC library was used to identify essential oil com-
ponents.

Determination of total phenolic content

Total phenolic content was determined according to
Singleton  and Rossi  (1965) by  Folin-
Ciocalteucolorimetric method. Spectrophotometer
readings were performed at a wavelength of 765 nm.
In all samples, the total phenolic content was calcu-
lated by creating a calibration chart in gallic acid. The
analyses were carried out with 5 replications.

Determination of phenolic compounds by HPLC; Phe-
nolic material contents of the samples were deter-
mined by Shimadzu brand High-Pressure Liquid
Chromatography (HPLC) and Caponio et al. (1999).
Samples and phenolic standards were filtered
through a 0.45 ym membrane, phenolic compounds
and amounts (ug/ml) determined.

Antioxidant analyses

Determination of antiradical activity (DPPH); The
activity was determined by using 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) (Shimada et al., 1992). 1 mL
of 0.2 mM DPPH was added on 1 mL of the sample
(50, 100, 250 ppm concentrations) and was mixed
well with the vortex. After waiting 30 minutes at room
temperature and in the dark environment, the read-
ings were made at 517 nm. The analyses were car-
ried out with 5 replications. The free radical binding
activity of the samples was calculated using the fol-
lowing formula: Antiradical activity (%) =
((absorbance value of control absorbance value of
the sample) / absorbance value of the control)) * 100

Iron reduction power (FRAP)

Iron reduction power was performed using the meth-
od of Oyaizu (1986). Accordingly, 2.5 mL of 200 mM
sodium phosphate added on 2.5 mL of the sample
(pH: 6.6) and 2.5 mL %1 potassium ferricyanide was
added and mixed. Samples were incubated at 50°C
for 20 min, then 2.5 mL of 10% trichloroacetic acid
was added and centrifuged at 200xg for 10 min 5 mL
of the supernatant added and 1 mL of 0.1% iron chlo-
ride added with 5 mL of deionised water. The sam-
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ples' absorbance values were measured by spectro-
photometer at 700nm wavelength. Since the high
absorbance value is expressed as high iron reduction
power, the absorbance values obtained from the
samples are compared with synthetic antioxidants
such as Butylatedhydroxyanisole (BHA), Butylat-
edhydroxytoluene (BHT) and Trolox (6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid). The
iron binding forces of the samples were revealed.

Testing of antimicrobial activity as Minimum Inhi-
bition Concentration (MIC)

Minimum inhibition concentration: It is expressed as
the minimum value of the concentration of microor-
ganisms.

MIC test was determined using Broth Dilution meth-
od. Mueller-Hinton broth was used for MIC testing. In
different concentration, microorganisms were incu-
bated in the MHB medium containing the juniper fruit
oil and aromatic water. At the end of the appropriate
incubation according to the type of microorganisms,
the first concentration in which growth was not real-
ized was accepted as the MIC value.

Antimicrobial MIC test as a pathogen; S.aureus, E.
coli, Enterobacter spp., Salmonella spp. and lactic
acid bacteria were used in the non-pathogenic group
(Koneman et al., 1992). Bio Tek Epoch UV/Vis. Mi-
croplate spectrophotometry was used for the MIC
analysis of antimicrobial activity.

Determination of total antioxidant and oxidant
capacity

Rel Assay Kits (Baran Medical, Turkey) which an
automatic method developed by Erel (2004; 2005)
was used to determine to Total antioxidant capacity
(TAC) and Total oxidant capacity (TOC) measure-
ments (T80+ UV/VIS Spectrometer, PG Inst. Ltd.
UK). Oxidant status index (OSl) was calculated from
the following formula (Mercan, 2004; Kamiloglu et al.,
2011):

0OSI=TOC / (TAC*10)

EO and AW added milk consumed by calves

At the end of the MIC analysis, the highest concen-
tration dose was added to the calves’ milk, and the
milk consumption of the calves (n=5) was observed.

Results
Antimicrobial activity

The results of MIC analysis showed that AW sup-
pressed the growth of pathogenic bacteria; however,
some bacteria continued to grow after certain con-
centrations (Figure 1). The growth of E. coli and Sal-
monella bacteria was suppressed at a concentration
of 40%, while S. aureus and Enterobacter were sup-
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pressed at a concentration of 20%.

EO application stopped the growth of other bacteria
except for Salmonella at 40% concentration (Figure
2). EO suppressed the growth of S. aureus to a
concentration of 20%; however, the growth of this
bacterium continued at 40% concentration.
When the effect of EO and AW on /actic acid bacteria
was examined, it was observed that EO completely
stopped the growth of the bacterium at 40% concen-
tration and that AW did not affect the growth of bacte-
ria (Figure 3).
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Figure 1. Effect of Juniper AW on pathogenic
bacteria
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Figure 3. Effect of Juniper EO and AW on
non-pathogenic bacteria

Total antioxidant and oxidant capacity
Total phenolic content and antioxidant activity of EO
and AW are shown in Table 1. The total phenolic
content of EO and AW were 5.25 and 1.85 mg GAE/
g, respectively. The antioxidant activity of 250ul/ml

EO approached the level of synthetic antioxidants
90
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(96.4). This value at the same concentration obtained
as 70.7 in AW. When the TOC and TAC values of EO
and AW were examined (Table 2), it was determined
that the TAC of EO and AW was higher than TOC
value.

Total phenolic compounds

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2020; 17(2): 88-94

were added to the milk of calves. EO and AW equally
divided into morning and evening meals and fed to
calves. EO and AW supplemented milk was com-
pletely consumed by calves and there was no nega-
tive effect on milk consumption.

Table 1. Total phenolic content and antioxidant activity of Juniper EO and AW (N=5)

Total phe-  Antiradical  Antiradical  Antiradical Iron reduc-  Iron reduc-
nolic ki % o iz 250 iz

(mg GAE/g) (50 plml) (100 pliml) (250 wimi) O o) S (@5 o S

Mean:S.E. MeantS.E. MeantS.E. MeantS.E. Mean+S.E. Mean+S.E.

Juniper EO 5.25+0.08 55.8+1.08 82.0£2.15 96.4+1.14 1.31+0.07 10.01+0.16
Juniper AW 1.85+0.04 29.5+2.00 45.5+1.19 70.7£1.29 0.51+0.04 4.49+0.10
Trolox 85.4+0.12 91.6£0.11 97.5+0.12 3.33+0.03 10.95+0.03
BHT 94.9+£0.01 95.0+0.04 97.6+0.15 6.32+0.08 23.66+1.07
BHA 97.1+0.03 96.9+0.01 98.9+0.04 3.64+0.03 18.54+0.80

BHA: Butylatedhydroxyanisole, BHT: Butylatedhydroxytoluene, Trolox: 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-

carboxylic acid.

Table 2. Total antioxidant and oxidant capacity of Juniper EO and AW

TAC TOC OslI
Juniper EO 27.61 23.91 0.08
Juniper AW 12.91 4.54 0.03

TAC: Total antioxidant capacity (mmol Trolox Equivalent), TOC: Total oxidant capacity (umol H;O,/L), OSI: Oxi-

dative stress index

Table 3. The percentage values of the components of EO and AW obtained from J. oxycedrus L.

EO components of J. oxycedrus L.

%

a-pinene 77.89
a-Cedrol 5.00
B-Myrcene 3.77
B-pinene 2.48
Limonene 2.00
a-Terpinolene 1.44
Germacrene-D 1.39
y-terpinene 1.00
AW components of J. oxycedrus L. %
a-Cedrol 55.43
Verbenone 20.20
Verbenol 14.72
Borneol 6.07
trans-Pinocarveol 3.59

The phenolic compounds of EO and AW obtained
from J. oxycedrus L. fruit and leaves are given in
Table 3. The highest phenolic component observed
was a-pinene (77.89%) in EO as whereas a-cedrol in
AW (55.43%).

EO and AW added milk consumed by calves
In the preliminary study, 20% of Juniper EO and AW
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Discussion and Conclusion

The effects of EO and AW on the growth of bacteria
such as S. aureus, E. coli, Enterobacter and Salmo-
nella were found to differ in different concentrations.
However, it was concluded that the antibacterial ef-
fect of EO was better than that of AW. Although AW
concentrations suppressed bacterial growth, EO
completely stopped the growth of bacteria other than
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Salmonella. Medini et al. (2013) indicated that the EO
obtained from J. oxycedrus species has a strong anti-
bacterial effect. Angioni et al. (2003) observed that E.
coli bacteria developed resistance to J. oxycedrus
EO; however, S. aureus bacteria were more sensi-
tive, and their growth was better suppressed than E.
coli. In a study, Ozturk et al. (2011) indicated that the
Juniperus species have various antibacterial effects;
the effect on the growth of some microorganisms is
strong, while the effects on the growth of some micro-
organism are weak, and some of them have little
effect on growth. Many researchers have reported
that the EO obtained from Juniperus species show
high activity against S. aureus bacteria (Aridogan et
al., 2002; Karaman et al., 2003). Miceli et al. (2009;
2011) reported that the Juniperus species which exist
in Turkey could be used as a natural antibacterial
agent. EO and AW obtained from Juniperus phoe-
nicea which is Juniper species suppress the growth
of gram-positive and negative bacteria, fungi and
yeast. However, the EO obtained from their leaves
are stronger than EO obtained from fruit (Ennajar et
al., 2009). Many Juniperus species have antibacterial
effects against many microorganisms (Cavaleiro et
al.,, 2001; Angioni et al., 2003). The antibacterial ef-
fect of Juniperus oxycedrus L. subsp. oxycedrus
(Joo) and Juniperus oxycedrus L. subsp. macrocarpa
Ball. (Jom) species on gram-positive bacteria was
determined by Taviano et al (2013).
The most basic compound of Juniper fruit was
a-pinene. This compound shows high activity against
bacteria and fungi species (Aligiannis et al., 2001).
The a-pinene compound was in higher proportion
than other compounds in Juniperus species (Chao et
al.,, 2000). Hammer et al. (1999) reported that the
active ingredients of cadine and pinene in J.
oxycedrus species was high and suppressed the
growth of Enterobacter and S. aureus species bacte-
ria. The antibacterial properties of the Juniperus spe-
cies are due to the high concentration of basic active
ingredients such as a-pinene, a-terpinolene, limo-
nene, B-myrcene and B-terpinene. These compo-
nents show antibacterial effects (Alessandra et al.,
2005; Ennajar et al., 2009).The antioxidant effect of
EO was superior to that of AW. Ozturk et al. (2011)
reported that the EO obtained from Juniperus species
has high inhibitory properties of lipid peroxidation. In
their study, Elmastas et al. (2006) reported that Juni-
perus species had an inhibitory effect on lipid peroxi-
dation because of their high antioxidant properties. J.
oxycedrus have high antioxidant properties and can
be used instead of synthetic antioxidants. Loizzo et
al. (2007)s findings support this result. Similary,
Miceli et al. (2009) indicated that Juniperus species
found in Turkey have high antioxidant properties and
it can be used as a natural antioxidant. Lesjak et al.
(2011) reported that Juniperus sibirica Burgsdorf spe-
cies are high antioxidant properties and suppress
some enzymes growth.
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Iron reduction power increases due to increasing
concentration. Iron reduction capacity has an im-
portant role in determining antioxidant activity (Meir et
al.,, 1995). Elmastas et al. (2006) reported that the
iron-reducing properties of Juniperus species in-
creased due to the their concentration. Miceli et al.
(2009) indicated that the iron-reducing capacity,
which is an indication of antioxidant property, in-
creased at increasing concentrations in Juniperus
species.

Djeridane et al. (2006) reported a positive correlation
between antioxidant properties and total phenolic
content. Ennajar et al. (2009) reported that the corre-
lation between the amount of phenolic substance and
the antioxidant properties was high and increased the
antioxidant activity due to the increase in the amount
of phenolic substance. Antioxidant capacity of Jom
species is very high; however, Joo species antioxi-
dant capacity and iron capture power are reported to
be low (Taviano et al., 2013).

The results showed that Juniper EO completely
stopped the growth of pathogenic and non-
pathogenic bacteria except for Salmonella, whereas
AW had suppressed the growth of pathogenic bacte-
ria and has no effect on the growth of non-pathogenic
bacteria. Thus, it was observed that AW was selec-
tive antibacterial than EO. It is thought that iron re-
duction and antioxidant properties of EO are more
favourable than AW, but both products can be used
as natural antioxidant. Besides, studies on live mate-
rial will enable us to interpret the effects of these
products better.

In the preliminary study on the consumption of EO
and AW supplemented milk for calves, no negative
situation was observed regarding the use of supple-
mentged milk. However, Juniper EO and AW con-
sumption by calves could not be found, so no discus-
sion was made.
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Kayseri ili Yahyali ilgesi Siit Sigircilik isletmelerinde Suni Tohumlama Uygulamalari ve Basariy!
Etkileyen Faktorler

Haci YILMAZ', Serpil SARIOZKAN?

i "Il Tarim ve Orman Midiirligi, Kayseri-TURKIYE o
2Erciyes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Délerme Suni Tohumlama ve Androloji Anabilim Dali, Kayseri-TURKIYE

Sorumlu yazar: Serpil SARIOZKAN; E-posta: serpilsariozkan@erciyes.edu.tr; ORCID: 0000-0001-5224-2341
Atif yapmak icin: Yilmaz H, Sariézkan S. Kayseri ili Yahyal ilgesi sit sigircilik isletmelerinde suni tohumlama uygulamalari
ve bagariyi etkileyen faktorler. Erciyes Univ Vet Fak Derg 2020; 17(2): 95-102.

Ozet: Bu calismada Kayseri ili Yahyali ilgesinde soy kiitiiiine tiye siit sigircilik isletmelerinde yapilan suni tohumlama
uygulamalari, bu uygulamalarin basarisi, suni tohumlama uygulamalari sirasinda karsilagilan problemler ve bunlara ait
¢6zum Onerilerinin getiriimesi amaglandi. Bu ¢alisma, Kayseri ili Yahyali ilgesi Damizlik Sigir Yetistiricileri Birligine tye
16 sut sigin igletmesinde yadratildi. Arastirma materyalini, yetistiricilerden yiz ylze anket yoluyla elde edilen veriler
olusturmustur. Calismada 16 sut sigir isletmesi; ilkine buzagilama yasi (hedef deger; <25 ay), buzagilama araligi
(hedef deg@er; <400 gun), gebelik basina disen tohumlama sayisi (hedef deger; <1.65) ve servis periyodu (hedef de-
ger; <100 gilin), gibi baz fertilite parametreleri yoniyle degerlendirildi. Verilerin dederlendiriimesinde, anket uygulanan
16 isletmeden sadece 3'U (% 18.75) hedeflenen fertilite parametrelerinin timind sagladiklarindan dolayi etkin kabul
edilmis, diger 13 isletmenin (% 81.25) ise etkin olmadigi saptanmistir. Calismada, etkin olan 3 isletmenin buzagdilama
araligi, gebelik basina tohumlama sayisi, servis periyodu ve ilkine buzagilama yasi sirasiyla 369.9+25.2 giin, 1.3+0.2
adet, 82.9+25.8 giin, 24.3+1.2 ay olarak hesaplanmistir. Sonug olarak; dél verimi parametrelerindeki hedeflenen deger-
ler goz 6nline alindijinda sadece 3 isletmenin tim hedef parametreleri sagladigi dolayisiyla etkin isletme sayisinin
oldukga dustk oldugu gorulmektedir. Bu nedenle, dol veriminde sirekliligin saglanmasinda oldukga 6nemli bir rold olan
suni tohumlama tekniginin uygulanmasinda titiz davraniimasi ve basariyi olumsuz yénde etkileyen faktorler konusunda
Ureticilerin egitilmelerinin isletmelerin basarisina ve karliligina katki sadlayacagi diistnilmektedir.

Anahtar kelimeler: Buzagdilama araligi, gebelik basina diigen tohumlama sayisi, ilkine buzagilama yasi, servis periyo-
du, suni tohumlama

Artificial Insemination Applications and the Factors Affecting Its Success in Dairy Cattle Enterprises in Yahyali
District of Kayseri Province

Summary: Aimed in this study are the artificial insemination practices in dairy herds (enterprises) of Dairy Breeding
Association members in Kayseri province Yahyali District, the success of these practices, the problems encountered
during artificial insemination applications, and suggesting solutions to these problems. This study was performed in 16
dairy herds of Kayseri province Yahyali District Dairy Breeding Association members. The data for this study was obtai-
ned through face to face questionnaires, administered to producers. In this study, 16 dairy enterprises were evaluated
for some fertility parameters such as age at first calving (target value; <25 months), calving interval (target value; <400
days), the number of insemination per conception (target value; <1.65) and service period (target value; <100 days). As
a result of the evaluated data, it was found that only 3 (18.75 %) of the 16 enterprises to which questionnaires were
applied were accepted as effective because they provided all the targeted fertility parameters, and the other 13 enterp-
rises (81.75 %) were not effective. In this study, calving interval, the number of insemination per conception, service
period and the age at first calving in 3 effective enterprises were calculated as 369.9+25.2 days, 1.3+0.2 straws,
82.9+25.8 days, 24.3+1.2 month, respectively. In conclusion; if we consider the targeted values in the fertility parame-
ters, it is seen that only 3 enterprises provide all target parameters, and thus the number of effective enterprises is
quite low. For this reason, it is thought that it will contribute to the success and profitability of the enterprises to be
meticulous in the application of artificial insemination technique, which has a very important role in ensuring the conti-
nuity of fertilization, and to train the producers about the factors affecting the success negatively.

Key words: Age at first calving, artificial insemination, calving interval, service period, the number of insemination per
conception

Giris sektoériinde oldukga énemli olan reprodiksiyon biyo-
teknolojileri gelistiriimistir. Bu biyoteknikler igerisinde
sigirlarda genetik ilerlemeyi saglayan ve sahada en
etkin ve yaygin kullanilani suni tohumlama (ST) y6n-

Hizla artis gdsteren diinya nifusu, bilim adamlarini
yasamin devamliligi igin var olan kaynaklardan daha

verimli yararlanma imkanlarini arastirmaya yoneltmis-
tir. Bu kapsamda Ureme teknolojileri ve hayvancilik
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temidir (Anonim 3, 2016; Nur, 2013). Turkiye'de ST
calismalar ilk olarak Cumhuriyet déneminde 1926
yilinda Rusya’dan gelen bir Veteriner Hekimin Kara-
cabey harasinda egitim vermesiyle baslamistir. Bu
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yonlyle ST biyoteknigini Rusya’dan sonra uygulayan
ikinci Ulke Turkiye olmus ve ginimuze kadar etkin bir
sekilde kullanilmigtir (Sariézkan ve ark., 2012). Suni
tohumlama uygulamalarinin artmasinda Tarim ve
Orman Bakanliginin ana¢ sigir ile ST'den dogmus
buzagilara destekleme &demesi gercgeklestirmesinin
etkin rolii bulunmaktadir (Anonim 2, 2015; Anonim 4,
2016). Sut sigin yetistiriciliginde istenilen verim 6zel-
liklerinin ve sirinin devamhhginin saglanmasi etkin
bir stirii ydnetimine baglidir (Uygur, 2004). Basaril ve
etkin kurulmus olan surd yénetimi siurdurulebilir sit
verimi, dol verimi ve karlilik getirmektedir. isletmede
dol veriminin fizyolojik ve ekonomik sinirlar icinde
devamlilidinin saglanabilmesi bazi fertilite parametre-
lerinin gerekli sire ve degerde elde edilmesine bagl-
dir. Bu fertilite parametreleri ilkine buzagilama yasi
(IBY), buzagilama arali§i (BA), dogum-ilk éstrus ara-
g1, ilk tohumlamada gebe kalma orani, buzagilama-
gebelik aralidi, toplam gebelik orani ve suni tohumla-
ma (gebelik) endeksidir. ilkine buzagilama yasi; inek-
lerin ilk defa buzagiladig! yas! ifade etmektedir. Dola-
yisiyla divenin ilk defa damizlikta kullanildidi, tohum-
landigi yasina bagh olmaktadir. Diivelerin damizlikta
ilk kullaniima yaslar, gelisimlerinde, yasamlari bo-
yunca verim kapasitelerinde ve kondisyonlarinda bir
gerilemeye yol agmayan en erken yas olarak kabul
edilmektedir (Uygur, 2004). Divenin ilk tohumlandigi
yasl ve vucut agirhgr oldukgca dnemlidir. Bu durum,
hayvanlarin verimlili§i ve dodumlarinin sorunsuz bir
sekilde yapilabilirligi ile dogrudan ilgilidir. Stt¢l siri-
lerdeki divelerin arzu edilen ilk tohumlamadaki vicut
agirhgina yaklagik 15 aylikken erismeleri, iBY’nin 24
ayda olmasini saglamada onemlidir (Bearden ve
Fuquay, 2000). Buzagilama araligi, birbirini takip
eden iki dogum arasindaki sureyi ifade etmektedir.
Fertilite parametreleri agisindan maksimum dol verimi
oranlarina ulasilabilmesi amaciyla iki buzagilama
arasi surenin 365 gliin olmasi hedeflenmelidir. Bunun-
la birlikte yuksek sut veren irklarda bu siirenin ekono-
mik toleransinin 400 glin olmasi kabul edilebilmekte-
dir (Alagam, 2010; Uygur, 2004). Servis periyodu,
inegin buzagiladig! tarihten tekrar gebeligin sekillen-
digi tarihe kadar gecen sureyi ifade etmektedir. Bu
sure icerisinde gegen giin sayisi “acik gun sayisi”
olarak da bilinir. Yilda bir buzagi alinabilmesi amaciy-
la gebelik suresi (280 gun) dikkate alindiginda, inegin
dodum sonrasi tekrar gebe birakiimasi icin SP olarak
85-90 glinliik bir sire kalmaktadir, ekonomik tolerans
suresi olarak 100 giin olarak kabul edilebilmektedir
(Alagam, 2010; Uygur, 2004). Gebelik basina disen
tohumlama sayisi, siride bir gebeligin olusmasi igin
yapilan tohumlama sayisini ifade etmektedir. Suru
icerisinde klinik olarak gebelik teshisi konulan inekle-
rin gebelidi icin ka¢ kez tohumlandigini gdsterir sayi-
sal bir degerdir (Alagam, 1994). Sit sigircilik isletme-
lerinde fertilite problemlerinin timii sonugta IBY ve
BA'da uzama, fertilite kaynakli reforme orani ve
GBTS’de artisa neden oldugundan bu kistaslar ge-
nelde “fertilite parametreleri” olarak dikkate alinmak-
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tadir (Saridzkan ve ark., 2012). Ulkemizde, E-Islah
sisteminden alinan, 2016 yili Eylil ayinda guncellen-
mis, verilere gére 6n soy kutugine (yetistirme kayitla-
rinin oldugu sistem) kayith 3 603 171, soy kitugune
(yetistirme ve verim kayitlarinin oldugu sistem) kayitl
3 478 578 bas olmak Uzere, toplamda 7 081 749 bas
disi hayvan sayimiz bulunmaktadir (Anonim 1, 2011;
Anonim 7, 2016). Guncellenmis verilere gore 2016
yili Eylul ayinda (23 Aralik 2016 tarihli HAYGEM veri-
lerinden alinmigtir), 2002 yilindan 2016 yili Eylul ayi-
na kadar yapilan ST sayilar incelendiginde; 2002
yillindan (2002 yih tohumlama sayisi: 624 84) 2015
yllina kadar ST sayilarinda (2015 yili tohumlama
sayisi: 4 144 225) ciddi bir artis oldugu gorilmekte-
dir. Suni tohumlama sayilarinin yikselisinde resmi
ekip galismalarina ilave olarak Tarim ve Orman Ba-
kanhginin 6zellikle 2005, 2006, 2007 yillarinda, ser-
best veteriner hekimlere suni tohumlama tesviki ver-
mesiyle birlikte serbest veteriner hekimlerin 6zverili
calismalari yatmaktadir (Anonim 5, 2016).

Bu calismanin yapildigi Kayseri ili, tarnm alanlari,
¢ayir ve mera alanlarinin fazlaligr yonuyle hayvancilik
basta olmak Uzere blyuk bir tarim kenti niteligi tasi-
maktadir bu durum da hayvan varliginin artmasina
sebep olmaktadir (Anonim 6, 2016). E-islah sistemin-
den alinan 26.12.2016 tarihli verilere gére 6n soy
katiguane kayith 111 056 bas ve soy kittugune kayith
70 868 bas olmak lizere toplam 181 924 bas blylk-
bag hayvan vardir (Anonim 8, 2017). Kayseri ilinde,
2006 yilindan 2016 yilhina kadar, 10 yillik slre igeri-
sinde, E-Islah kayitlarina yansiyan toplam 497743
adet ST uygulamasi gergeklestirilmistir. Yapilan ST
sayilarinin 2016 yilina kadar artis gdsterdigi ancak
2016 yihinda tohumlama sayisinda bir gerileme oldu-
gu goriilmektedir. Bu uygulamalarda il/iige Mud(irliik-
lerimizin resmi ekiplerinin yani sira serbest veteriner
hekimlerin oldukga buyuk katkisi olmustur. Ancak,
yetistiricilerin boga ile ciftlestirmeyi tercih etmeleri,
hayvancilik destekleme mevzuatinda yapilan degisik-
likler suni tohumlama sayilarinin azalmasina yol ag-
mistir. Yahyal ilcesinde 2010 yilindan 2016 yilina
kadar 7 yillik sure icerisinde, E-Islah kayitlarina yan-
siyan toplam 15 331 adet ST uygulamasi gerceklesti-
rilmistir (Anonim 8, 2017).

Bu galismada, Kayseri ili Yahyali ilgesinde soy kuiti-
gine kayith sut sigircilik isletmelerinde yapilan ST
uygulamalar temel alinan fertilite parametreleri yo-
ninden degerlendirilmis, isletmelerde uygulanan dél
verimi programlarinin basarisi, ST uygulamalari sira-
sinda karsilasilan problemler ve bunlara ¢ézim 6ne-
rilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla; Yah-
yali ilgesinde soy kitligine kayitl 16 isletmeyle yiz
ylze anket galismasi yapiimis ve bu isletmelerin ferti-
lite parametrelerinden, buzagilama aralgi, ilkine bu-
zagilama yasli, gebelik basina disen tohumlama sa-
yisi ve servis periyodu verilerine dair hesaplamalar
yapiimistir. Yapilan literatir calismalarina gére ben-
zeri bir galismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle, Kay-
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seri ili Yahyal ilgesinde soy kutugune kayitl sit sigir-
cilik isletmelerinde yirutilen bu g¢alismanin sonucu
Ulkemiz i¢in bu alanda bir model teskil edebilecektir.

Tablo 1. Tim igletmelerinin etkinlik/basari durumlari

Serpil SARIOZKAN

durumlari Tablo 1’de gdsterildi. Bu tabloya gére, Yah-
yali ilgesindeki soy kutugine kayith sut sigircihgi
isletmelerinden, 16 isletmenin etkinlik/basari durum-

Etkin Olan (n=3) Etkin Olmayan (n=13) P

Etkinlik Durumu T+ Sy T+ Sy degeri
isletme yasi (Yil) 14.7£2.3 14.2+1.2 0.855
Boga alti hayvan sayisi (Bas) 14.3+3.8 43.2+13.4 0.331
Yillik suni tohumlama yapilan hayvan sayisi (Bas) 13.314.5 23.6+5.8 0.423
Yillik suni tohumlama Ucreti (TL) 1 053.3+337.9 1 950.0+471.1 0.393
Yillik dogan buzagi sayisi (Bas) 12.0+4.4 21.4453 0.431
Buzagi 6lum orani (%) 3.3+3.3 6.1+1.6 0.462
Sat verimi yillik (Lt) 5448.5+688.4 5586.9+274.8 0.836
inek basina alinan buzagi sayisi (Bag) 8.7+0.3 7.2+0.4 0.154
Gereg ve Yontem lari ozetlendi. Etkin isletmelerin isletme vyasi,

Calisma, 01.02.2017-01.05.2017 tarihleri arasinda
arastirma bdlgesi olarak secilen Kayseri ili Yahyali
ilcesinde soy kutugine kayith olan 16 sut sigircilik
isletmesinin tamaminda yurdatuldu. Bu isletmeler da-
mizlik birliginin asil Gyesi olup boga alti inek sayilari
(kaltdr irki ya da kiltir melezi) en az 5-200 bas ara-
sinda degismektedir. Verileri toplamak amaciyla;
belirtilen sut sigircilik igletmelerinde isletme sahipleri/
ilgili kisilerle yluz yuze gorusulerek anket uygulandi.
Calismanin ana materyalini anket yoluyla elde edilen
veriler olusturdu. Bunun yaninda ikincil veriler olarak,
il ve ilge Tarim ve Orman Mudurliklerinin resmi kayit-
larindan, E-Islah Sisteminden, Tirkvet Kayit Siste-
minden ve TUIK verilerinden de yararlaniimistir. Yah-
yali ilgesi damizlik sigir isletmesine kayith 16 isletme
fertilite parametrelerinden BA, SP, IBY ve GBTS de-
gerleri, temel dol verimi 6lgiitu olarak ele alinmis ve
bu olgutlerin hedef degerleri olarak BA <400 giin, SP
<100 giin, GBTS <1.65 ve IBY <25 ay kabul edilmigtir
(Alacam, 2010; Bearden ve Fuquay, 2000). Temel
alinan fertilite parametrelerinde (BA, SP, iBY ve
GBTS) ve belirlenen bu parametrelerde hedef alinan
ve yukarida belirtilen degerlerin timini saglayan
isletmeler etkin/basaril olarak saglamayan igletmeler
ise etkin/basarili olmayan isletmeler olarak kaydedil-
mistir. Isletmeler arasi etkinlik kargilagtirnimasinda
bagimsiz T-Test kullaniimistir. Bu isletmelere ait veri-
lerin tanimlayici istatistikleri (oran-ylzde-standart
hata) yapilmisg ve birbirleriyle karsilastinimistir. De-
giskenlerin etkinlik durumuna gére ortalamazstandart

Xt 5y y
hatalar (X— 5% ) ve oransal dagihmlari hesaplan-
mistir.

Bulgular

Kayseri ili Yahyal ilgesinde soy kutligune kayith 16
isletmede yapilan anket calismasinda isletme sahip-
lerine yoOneltilen sorularin cevaplari degerlendirildigin-
de; isletmelerin kimi dzellikleri ydniiyle etkinlik/basar

14.7£2.3 yil, boga alti hayvan sayisi, 14.3+3.8 bas,
yilhik ST yapilan hayvan sayisi, 13.3t4.5 bas, yillik
O6denen ST ducreti, 1 053.3+337.9 TL, vyillik dodan
buzagi sayisi, 12.0+t4.4 bas, buzagr 6lim orani,
3.3+3.3, yillik sit verimi, 5 448.5+688.4 Lt ve inek
basina alinan buzagi sayisi, 8.7+0.3 bas olarak he-
saplandi. Etkin olmayan igletmelerin isletme yasi,
14.2+1.2 yil, bogda alti hayvan sayisi, 43.2+13.4 bas,
yilik ST yapilan hayvan sayisi, 23.615.8 bas, yillik
O0denen ST Ucreti, 1 950.0+471.1 TL, yillik dodan
buzagi sayisi, 21.4+5.3 bas, buzagr 6lim orani,
6.1+1.6, yilhk sit verimi, 5 586.9+274.8 Lt ve inek
basina alinan buzagi sayisi, 7.2+0.4 bas olarak he-
saplandi. incelenen parametreler yéniinden gruplar
arasinda istatistiki bir fark gortilmemistir (P>0.05).

Anket yapilan isletmelere ait BA, GBTS, SP, iBY veri-
leri Tablo 2'de gosterildi. Tabloda, etkin olan isletme-
lerin etkinlik/basari durumu (*) ile etkin olmayan islet-
melerin etkinlik/basarn durumu ise (-) ile gosterildi.
Buzagilama araligi, yapilan analizle <400 giinden az
olarak kabul edildi. isletmelerden 4’iiniin BA, 352
glin, 359 gun, 365.3 guin, 398.7 gun olarak hesaplan-
di. Diger 12 igletmenin BA ise 400 giinden fazla bu-
lundu. Anket yapilan 16 isletmede, GBTS <1.65 kabul
edildiginde; etkin kabul edilen igletmelerde (toplam
7): 1 isletmede bu deger 1.2, 3 igletmede 1.3, 2 islet-
mede 1.4, 1 isletmede ise 1.5 olarak tespit edilmistir.
Anket yapilan sut sigircilik isletmelerinde, SP <100
gln olarak kabul edildiginde, etkin kabul edilen iglet-
melerde (toplam 4): 1 isletmede SP’nin 72 gun, 1
isletmede 79 gin, 1 isletmede 85.3 gln, 1 isletmede
ise 97.8 guin oldugu analiz edilmistir. Yapilan analizle
IBY <25 ay olarak kabul edilmis, IBY hesaplandigin-
da, etkin kabul edilen isletmelerde (toplam 12): 9
isletmenin IBY 24 ay, 3 isletmenin 25 ay oldugu gé-
rilmustar.

Yahyali llgesindeki soy kiitiigiine kayith siit sigircilig
isletmelerinden, 16 isletmenin etkinlik/basari durum-
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Tablo 2. Isletmelerde dél verimi parametrelerinin analizi

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2020; 17(2): 95-102

Etkin- Etkin- Etkin- Etkin-
lik Tohumla- lik Servis lik ilkine lik
Boga Alti Basari ma Basarn Periyo- Basari Buzagila- Basari
isletme Hayvan Buzagilama Duru- Sayisi Duru- du Duru- maYasi Duru-
No Sayisi Araligi(Giin) mu (Adet) mu (Giin) mu (Ay) mu
1 14 398.7 * 1.3 * 97.8 * 24 *
2 7 365.3 * 2.6 - 85.3 * 24 *
3 25 438.2 - 1.8 - 158.2 - 26 -
4 135 528.9 - 2.4 - 248.9 - 28 -
5 25 507.0 - 14 * 227.0 - 24 *
6 5 479.0 - 1.3 * 199.1 - 24 *
7 15 422.4 - 1.7 - 142.4 - 28 -
8 12 458.9 - 2.5 - 178.9 - 24 *
9 13 352.0 * 1.5 * 72.0 * 24 *
10 7 440.0 - 2.0 - 137.8 - 24 *
11 44 447.0 - 1.4 * 155.6 - 25 *
12 55 423.0 - 1.7 - 137.9 - 24 *
13 30 359.0 * 1.2 * 79.0 * 25 *
14 8 437.0 - 1.9 - 102.9 - 30 -
15 24 465.0 - 1.3 * 184.6 - 25 *
16 37 494.2 - 1.7 - 214.2 - 24 *
Genel 456 438.5 17 151.3 252
Ortalama

*:Etkin isletmeler

lari analiz edilmis, hedef alinan tim parametreler
yoninden degerlendirildiginde; 16 isletmeden, 3 islet-
menin etkin, kalan 13 isletmenin ise etkin olmadig
gOrulmustir. Etkin kabul edilen 3 isletmenin temel
alinan fertilite parametrelerinin (BA, GBTS, SP ve
iBY) timiini sagladigi, diger 13 igletmenin ise timii-
nd saglamadigi saptanmigtir. Etkin olan ve olmayan
isletmelerin temel alinan fertilite parametrelerine ait
degerleri Tablo 3’da gosterilmistir.

Tablo 3. Etkin ve etkin olmayan isletmeler

-:Etkin olmayan isletmeler

2-Etkin igletmelerde hayvanlarin kizginhk takipleri
isletme sahiplerince yapilmaktadir.

3-Etkin olan isletmelerdeki hayvanlar, kizginlklarinin
tespit edilmesinden 6-10 saat sonra tohumlanmakta-
dir.

4-Etkin isletmelerde genel olarak senkronizasyon
yapiimakta, PGF2a hormonu kullanilarak senkroni-
zasyon uygulanmaktadir.

Buzagilama Gebelik Basina Servis ilkine Buzagilama

Etkinlik Durumu Aralig Tohumlama Sayi- Periyodu Yasi

. (Guin) s1 (Adet) (Giin) (Ay)

Isletme = = = =
Etkinlik/Basari Hedef <400 <1.65 <100 <25
kriterleri
Etkin/Basaril 3 369.9+25.2 1.3+0.2 82.9+25.8 24.3+1.2
Etkin/Basarnili Degil 13 454.3+1.2 1.8+0.5 167.1+47.7 25.4+2.0

Yapilan anket gcalismasi verilerinin degerlendirilmesi
sonucunda; etkin olan igletmelerde ortak olan ¢zellik-
ler tespit edilmis olup bunlar asagida 6zetlenmistir.
Buna gore;

1-Etkin isletme tiplerinin yar acik oldugu goériimekte-
dir.
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5-Etkin isletmelerin hayvan irklarinin agirlikli olarak
holstein irki ve melezlerinden olustugu goérilmektedir.

6-Etkin isletmelerin, hayvanlarina ST yaptirirken,
hayvanlarinin kizgin olmalarinin yaninda, saglikli ve
kimlik bilgilerinin dogru olmasini dnemsedikleri gorul-
mektedir.
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7-Etkin olan bu igletmelerde ineklerinin yasamlari
boyunca 8-9 buzagi verdigi analiz sonugclariyla tespit
edilmistir.

8-Etkin olan isletmelerdeki fertilite parametreleri ana-
liz edildiginde BA'nin ortalama 369.9+25.2 gun oldu-
gu tespit edilmistir.

9-Yapilan analizle etkin isletmelerde GBTS’nin ortala-
ma 1.310.2 adet oldudu anlasiimistir.

10-Etkin  igletmelerde SP  suresinin  ortalama

82.9+25.8 gun oldugu saptanmistir.

11- Etkin igletmelerde IBY 24.3+1.2 ay olarak tespit
edilmigtir.

Tartisma ve Sonug

St sigircihd isletmelerinde, sirii yénetiminde ve dol
veriminin kontroli mekanizmasinda olusabilecek ak-
sakliklar isletmelere maddi zarar olarak geri ddnmek-
tedir. SUrl yonetimi son yillarda oldukg¢a gelismis bir
faaliyet alani olup, suride yapilan bakim-besleme-
saglik kontrolleri ve verim analizleri gibi tim iglemle-
rin bireysel degil surlt temelli olmasini saglamaktadir
(Ondersteijn ve ark., 2003). Sit Uretimi, buzagi do-
gumlari ve gelisen laktasyon periyodu Uzerine kurulu
bir sistemdir. Suriude olugabilecek bir reprodiktif
problem ddlverimini dogrudan ilgilendirecektir. Bu
nedenle sirt ybnetimi programlarinin igletmelerde
¢ok saglam bir sekilde kurulmasi ve takip mekaniz-
masinin olusturulmasi gerekmektedir (Korkmaz ve
Agaoglu, 2012). Yapilan bir arastirmada, Kayseri ili
damizlik sigir yetistiricileri birligine tye 196 isletme-
deki Holstein irki 1705 bas inede ait toplam 3814
laktasyon kayitlari, iBY, BA ve GBTS yéniiyle ince-
lenmis ve bu fertilite parametrelerinin hedef degerler-
den sapmasi halinde meydana gelebilecek mali ka-
yiplar hesaplanmigtir. Ayni aragtirmada, ortalama
iBY 821 giin, BA 403 giin ve GBTS ise 1.8 adet ola-
rak hesap edilmistir. Sonuc olarak, IBY, BA ve
GBTS’de hedef degerlerden sapma nedeniyle olusan
toplam mali kayip 3 345 092 TL (2 230061 US$) ol-
dugu bildirilmistir (Sariézkan ve ark., 2012). Yapilan
baska bir ¢calisma sonuglarina gore; sut sigiri isletme-
lerinde dol veriminde olusan dizensizliklerin netice-
sinde gorilen maddi kayiplarin 6nemsenecek rakam-
lara ulastidi ve bu nedenle hayvan sahiplerine st
sigin yetigtiriciliginde dél veriminin énemi Uzerine
egitimlerin verilmesi oldukga énemli oldugu vurgulan-
mistir (Erdem, 2007).

Yaptigimiz tez ¢calismasinda, Kayseri ili Yahyali ilge-
sinde soy kutigine kayith 16 isletmeyle ylz yize
anket calismasi yapilmis ve bu isletmelerin, fertilite
parametrelerinden, BA’lari, iBY’leri, GBTS'’leri ve
SP’lerine dair hesaplamalar yapilmistir. Belirtilen
fertilite parametrelerinin analizleri sonucunda, anket
calismasi yapilan 16 igletmeden, 3 isletmenin etkin,
kalan 13 isletmenin ise etkin olmadigi saptanmistir.

Serpil SARIOZKAN

Sat sigircilidr isletmelerinde karhihdi saglayan temel
unsur dol verimidir. Karlihdin yiksek olmasi amaciyla
dol veriminde fertilite parametreleri igin ortalama he-
def degerler 6nceden belirlenmis olup, uygulamada
bu degerlere ulagiimasi gerekmektedir. Ancak, dol
verim Kkalitesinin sekillenmesinde hayvanin genetik
yapisinin etkisi daha az oldugundan, surdrulebilir bir
dol verimi icin gevre sartlarinin diizenlenmesi oldukca
6nemlidir (Erdem, 2007). Yapilan bir calismada 5
adet sut sigirciligr isletmesindeki ineklere ait 7 748
laktasyon kaydi sonucunda IBY, BA ve GBTS icin
kabul edilebilir hedef degerlerden (24 ay, 12 ay ve
1.7 adet) sapmalarin sirasiyla ortalama 4.1-6.3 ay,
1.6-2.7 ay ve 0.10-0.41 adet arasinda degistigi bildi-
rilmistir (Kumuk ve ark., 1999). Yaptigimiz calismada
Yahyali ilgesindeki soy kitugune kayith 16 isletmeyle
yapilan anket calismasi sonucunda etkin olan 3 iglet-
menin ¢aligmada esas alinan fertilite parametrelerin-
de hedef degerleri IBY’nin ortalama 24.3+1.2 ay,
BA’nin 369.9425.2 giin ve GBTS'nin 1.3+0.2 olmasi
yonuyle sagladigi tespit edilmistir. Bu degerler yonuy-
le Kumuk ve ark.’nin (1999), 5 ayn sit sigircihgi islet-
mesinde, yukarida belirtilen fertilite parametrelerin-
den hedef degerlerinden sapmasi yoniyle calisma-
mizda degerlendirilen 3 etkin isletmenin ise hedef
degerler iginde oldugu saptanmistir. Yapilan galisma-
mizda etkin olmayan 13 isletmenin IBY’nin ortalama
25.442.0 ay, BA'nin 454.3+45.6 gin ve GBTS’nin
1.840.5 olmasi yoniyle Kumuk ve ark.’nin (1999)
yaptiklar galismadaki isletmeler gibi hedef degerler-
den saptiklan tespit edilmistir. Yaptigimiz galismada
etkin olan isletmelerdeki fertilite parametreleri analiz
edildiginde BA’nin ortalama 369.9+25.2 giin oldugu
tespit edilmistir. Tespit edilen bu degerin, inci ve
ark.’nin (2007), Altinova Tarim isletmesinde yetistiri-
len 324 bas Esmer sidirlarin sut ve dol verim 6zellik-
lerini belirlemek amaciyla yapiklari arastirmada tespit
ettikleri 383.1+4.7 glnlik BA ile Akman ve ark.’nin
(2001), Gelemen Tarim Isletmesinde yetistirilen ve
1982-1997 yillar arasinda buzagilayan 750 bas Si-
yah-Alaca inek Uzerinde yaptiklari galismadan elde
ettikleri BA olan 388.5+3.39 giin degerine yaklasik bir
deger oldugu ve belirtilen calismalardaki degerlerin
calismamizdaki BA'daki hedef deger (<400) igerisin-
de oldudu saptanmistir. Calismamizda etkin olan
isletmelerde saptanan BA degerinin belirlenen hedef
degerler icerisinde olmasi, etkin isletmelerin hayvan-
larinin kizginhk takiplerini basariyla yaptiklarini ve
hedef SP sireleri igerisinde hayvanlarina ST yaptir-
diklarini géstermektedir. Calismamizda yapilan ana-
lizle etkin isletmelerin GBTS’nin 1.3+0.2 oldugu sap-
tanmigtir. Saptanan bu degder, Kumuk ve ark.nin
(1999), bes farkli kamu ciftliginde yetistirilen Siyah
Alaca sidirlarda yaptiklar c¢alismada bulduklari,
GBTS olan, 1.80 ile 2.11°’den disik bulunmustur. Bu
farkliik, Kumuk ve ark.’nin (1999) ¢alismalarini 1973-
1987 yillari arasinda yapmalarina ve zaman ilerledik-
¢e Ureticilerin daha da bilinglendigine baglanmakta-
dir. Calismamizda analiz sonuglariyla belirlenen etkin
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isletmelerdeki SP 82.9+25.8 giin olarak tespit edil-
migtir. Tespit edilen bu deger, Erdem ve ark.’nin
(2007), Amasya ili Gokhoéyik Tarim isletmesinde
1996-2002 yillar arasinda yetistirilen 179 bas Siyah
Alaca inek uzerinde yaptiklari aragtirmada bulduklari
122.4+6.0 ginliik SP degerinden ve Inci ve ark.’nin
(2007), Altinova Tarim Igletmesinde yetistirilen 324
bas Esmer sigirlarin sut ve dol verim 6zelliklerini be-
liremek amaciyla yapiklari arastirmada tespit ettikleri
99.545.0 giin olan SP degerinden disik bulunmus-
tur. Bulunan bu deger ile galismamizdaki etkin islet-
melerin sahip olduklari ineklerin dogum sonrasi su-
reclerini siki takip ettiklerini, hayvanlarin treme or-
ganlarinda involusyon surecinin saglikli bir sekilde
tamamlandigini, dogum sonrasi kizginhk takibinin
basariyla yapildigi ve SP icin bilinen hedef sure iceri-
sinde ineklerinin yeniden tohumlandigi anlasiimakta-
dir. Yapilan galisma sonucunda etkin isletmelerde
iBY’nin 24.3+1.2 ay oldugu tespit edilmistir. Elde edi-
len bu deg@er, Sahin ve Ulutag’in (2010), Polath Tarim
isletmesinde yetistirilen Siyah Alaca inekler lzerinde
yaptiklari aragtirmada bulduklari IBY olan 823.916.07
glin degerinden disuk oldugu, gorilmistir. Yaptigi-
miz galismada analiz sonuglarina gore fertilite para-
metrelerinden hedef degerlerin timinu saglamasi
nedeniyle etkin kabul edilen 3 igsletmede de ortak
Ozelliklerden birinin igletme tiplerinin yari acik olmasi-
dir. Bu tip barinaklarda hayvanlarin sirekli temiz ha-
vaya maruz kalmalari ve sirekli hareket edebilme
olanaklarinin olmasi yemden yararlanmalarinin art-
masini, bagisiklik sistemlerinin gelismesini, ayak
hastaliklarina daha az yakalanmasini ve Ostris belir-
tilerinin gbzle gorulebilir olmasini  saglamaktadir
(Gokgen, 2018). Dolayisiyla barinaklarinin yari agik
ve acik oldugu isletmelerde hayvan refah kosullarinin
arttigr g6z énune alindiginda calismamizda kaydedi-
len yari acik isletme tipinin ¢calismamizda degerlendi-
rilen 3 isletmeyi etkin kildigi séylenebilmektedir. Yapi-
lan galismada analiz sonuglarina goére fertilite para-
metrelerinden hedef degerlerin timinu saglamasi
nedeniyle etkin kabul edilen 3 isletmede ineklerin
kizginlik takiplerinin isletme sahiplerince yapildigi
tespit edilmistir. Yapilan galismada analiz sonuglarina
gore fertilite parametrelerinden hedef degerlerin tu-
minu saglamasi nedeniyle etkin kabul edilen 3 islet-
medeki ineklerin kizginliklarinin igletme sahiplerince
tespit edilmesinden 6-10 saat sonra tohumlandigi
saptanmistir. Suni tohumlamanin dodru zamanda
yapilmasi optimum gebelik orani igin oldukga énemli-
dir. Ostrus saptama ile ilgili problemler ineklerde &st-
rus surelerinin kisa olmasi ve 6strus periyod uzunluk-
larinin ¢ok degisken olabilmesi nedenleriyle diger
turlere kiyasla oldukga kritik &6neme sahiptir
(Anderson, 1991; Bearden ve Fuquay, 2000; Ha-
fez,1987). Calismamizin analiz sonuglarina gore ferti-
lite parametrelerinden hedef deg@erlerin timind sag-
lamasi nedeniyle etkin kabul edilen 3 isletmenin ortak
Ozelliklerinden birinin Veteriner Hekimlerinin uygun
gordikleri protokol ile PGF2a hormonu kullanilarak
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senkronizasyon yaptirmak oldugu saptanmistir. Ulke-
mizde iki ya da Ug¢ inekten olusan aile isletmelerin-
den, ¢ok basli hayvan kapasitesine sahip isletmelere
kadar reprodiktif performansi etkileyen en &nemli
faktor kizginhklarin dogru tespit edilememesi ve bu
nedenle tohumlama zamanlarinda yapilan hatalardir.
Bu nedenle, ST iglemlerinin kontrolli ve planh bir
sekilde surdurilmesi yoluyla fertilite ve gebelik oran-
larinin yukseltiimesi saglanmalidir (Daskin, 2005;
Pekgok ve Aksu, 2015) Ostrus senkronizasyonu veya
sidirlarda ovulasyonu baslatmayi hedefleyen islem-
ler, laktasyon dénemindeki sutcu irk sigirlarda, kiz-
ginliklarin tespitine gerek duyulmaksizin, zamaninda
ST uygulamasina imkan saglamaktadir (Foote, 1975;
Williamson ve ark.,1972). Calismanin anket sonucla-
rina gore etkin kabul edilen 3 isletmenin hayvanlarina
ST yaptirirken, hayvanlarinin kizginlikta olmalarinin
yaninda saglkli ve kimlik bilgilerinin dodru olmasini
da 6nemsedikleri gortimustir. Hedeflenen dol verim-
lerine ulasilabilmesi igin 6ncelikli olarak kizginhklar
tam olarak belirlenmeli, zamaninda tohumlama uygu-
lamalari yapilmali ve igletmede tim yapilan iglemlere
dair kayitlarin énem verilerek tutulmasi gerekmekte-
dir (Stephen ve ark.,1998). Sit sigiri isletmelerinde
verimlilik ve dolayisiyla karlihdin artiriimasi igin iglet-
me sahiplerine guncel bilgilerin ve hayvancilik tekno-
lojilerin gdsterilmesi ve hayvan sahiplerine dizenli
olarak egditim c¢alismasi yapilmasi gerekmektedir
(Kumuk ve ark., 1999). Calismamizda yapilan analiz
sonuglariyla etkin kabul edilen 3 isletmedeki ineklerin
yasamlari boyunca 8-9 buzagi verdigi yapilan analiz-
le tespit edilmistir. isletmeler yéninden ekonomik
acidan sutgu ineklerin en az 5. laktasyondan sonra
isletmeden cikariimalar Onerilmektedir
(Altunkaya,1997). Basariyr yakalamis bir st sigiri
isletmesinin sut ve dél verimlerinden memnun kaldigi
sigirlardan en az 4-5 buzagi almasi ve mecbur olma-
dikga da 6-7 laktasyondan 6nce isletmeden génder-
memesi, sut sigiri isletmelerinde sigirlarin damizlikta
kullanilma suresinin en az 7 yil olmasi gerektigi bildi-
rilmektedir (Lothammer ve Wittkowski, 1994).

Sonug olarak, Dinyada Ureme biyoteknolojisinin en
eski ve en yaygin kullanilan teknigi ST’dir. Turkiye
istatistik Enstitiisii ile Tarim ve Orman Bakanligi Hay-
vancilik Genel Mudirliginden temin edilen resmi
veriler incelendiginde; 1997 yilinda 728 bin bas sigir
ST yoluyla tohumlanmigken, bu rakam 2017 yilinda
4.5 kat artarak 3.2 milyon basa ulasmistir. Ayrica,
Turkiye’de 2017 yilinda 5.9 milyon olan sagmal sigir
varliginin 3.2 milyonuna ST yapildigi bilinmektedir.
Dolayisiyla bu bilgiler 1siginda ST'nin yayginlasmasi-
na halen ihtiya¢ oldugu ortaya c¢ikmaktadir. Diger
taraftan yapilan ST uygulamalarinin sadece sayisal
olarak arttirilmasi degil basari oranlarinin da tezde de
bahsedilen ddl verimi parametreleri yonulyle takip ve
kontrol edilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sayede,
mevcut hayvansal Gretim ve verimliligin arttirilabilece-
gi distndlmektedir. Bu ybénuyle Kayseri ili Yahyali
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ilcesinde soy kituglne kayith 16 isletmenin verileri
bir “model” olarak degerlendirildiginde ve teze esas
alinan dol verimi parametrelerindeki hedeflenen de-
gerler g6z 6nlne alindiginda sadece 3 igletmenin
tum parametreleri saglamasi ve etkin kabul edilmesi
ybnuyle etkin isletme sayisinin olduk¢a disik oldugu
gorilecektir. Bu nedenle, hayvansal Uretimde surekli-
ligin saglanmasinda bu denli 6nemli biyoteknigin uy-
gulanmasinda titiz davraniimali, basariyr olumsuz
yénde etkileyen; kizginliklarin yeterince tespit edile-
memesi, spermanin iyi muhafaza edilememesi, tasi-
namamasi, hatali ¢6zdurilmesi ve uygulama hatalari
gibi faktorler en aza indirgenmelidir. Bu kapsamda
sahada goérev alan ST uygulayicilari, birlik Gyesi ye-
tigtiricilere belirli araliklarla ve ST uygulamasi agsama-
larinda 6ncelikli olarak; ST uygulamalarinin énemi ve
kizgin hayvanlarin takibi, hayvanlarin bakim ve bes-
lenmeleri, isletme kosullari, dol verimini etkileyen
hastaliklar, isletmelerde kayit tutulmasi, hayvancilik
desteklemeleri konularinda bilgilendirme c¢alismalari
yapmalidirlar.
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Summary: A number of animal models have been developed for experimental liver surgery protocols such as lobecto-
my, ischemia and reperfusion studies, organ injuries, and drug trials. Though, some morphometric studies describe the
liver lobes in rats and mice, such anatomical information is not sufficiently available in rabbits. The aim of this study
was to evaluate the anatomical approaches for experimental liver resection in the rabbit, and to examine the propor-
tional distribution of each lobe conforming to the whole organ, and to schematize the macroanatomical properties of
each lobe.For this purpose, the liver lobes were dissected according to anatomical references. The volumes and
weights of the whole organ and the individual lobes were measured. The percentages of the liver lobes were calculated
according to the weight and volume of the total liver.The interlobar notch, especially between the medial and lateral
parts of the left lobe was more prominent than that between the quadrate and the right lobe. The proportion of the left
lateral and medial lobe was 27%, and 24% relative to the total liver weight, similarly, the right lobe, quadrate lobe and
the caudate lobe was 19%, 7% and 23%, respectively. The volumetric ratios of liver lobes were also found close to the
mass ratios.In conclusion, anatomical information from this study can be used as a reference in performing various
experimental surgical studies on the rabbit liver.

Key words: Anatomy, liver, lobes, rabbit

Tavsan Karaciger Loblari: Deneysel Cerrahi Yaklasimlarina iliskin Anatomik Bir Galisma

Ozet: Lobektomi, iskemi ve reperfiizyon galismalari, organ yaralanmalari, ilag denemeleri gibi deneysel karaciger cer-
rahisi protokolleri igin farkli hayvan modelleri gelistiriimistir. Rat ve farelerde karaciger loblarini tanimlayan bazi morfo-
metrik ¢calismalar olmasina ragmen, bu anatomik bilgiler tavsanlarda yeterli degildir. Bu bilgiler 1s1ginda, bu ¢alismanin
amaci bir deney hayvan olan tavsanlarda karaciger rezeksiyonuna anatomik yaklasimi ve her bir lobun tim organa
gore dagilim oranlarini degerlendirmek ve makroanatomik semay:i olusturmaktir. Bu amagcla karacigerlerde loblar ana-
tomik referanslara gore diseke edilmis. Tim karaciger ve daha sonra her bir lobun tek tek agirliklari ve hacimleri 6lgl-
mustur. Karacigerin loblarinin, total karacigerin agirhgina ve hacmine gére ylizde degerleri hesaplanmistir. Calismada
karaciger loblari arasinda bulunan incisura interlobaris, 6zellikle sol lobun medial ve lateral bélimleri arasinda gok
belirgin oldugu ve ayni zamanda bu loblarin birbirinden tamamen ayri iki lob olarak gorildugi dikkati gekti. Ayrica top-
lam karaciger agirligina gore, sol lateral lobun orani yaklasik % 27, sol medial lob % 24, sag lob % 19, kuadrat lob % 7
ve kaudat lob % 23 olarak bulundu. Hacim él¢limlerine goére lob oranlari, kitle oranlarina yakin degerlere sahip oldugu
bulundu. Sonug olarak bu galismada; deneysel galismalarda kullanilmak lzere karaciger rezeksiyonlari bagta olmak
Uzere cesitli deneysel calismalarda operasyona referans olabilecek anatomik bilgi ile organin loblanmasinin oransal
verileri sunulmustur.

Anahtar kelimeler: Anatomi, karaciger, lob, tavsan

Introduction addition, proportional measurements of lobes are

also essential in hepatic ischemia and reperfusion
In the liver, lobectomy is a surgical procedure that is studies (Graaf et al., 2011; Van Den Esschert et al.,
required both in human and veterinary medicine for a 2012; Huisman et al., 2014; Olthof et al., 2017). Due
variety of procedures such as tumor, trauma, and to above-mentioned facts, the knowledge of the liver
transplantation (Teh et al., 2007; Zhang et al., 2014; anatomy is necessary in experimental surgical stud-
Tizin et al., 2015) A gOOd Understanding of liver ies such as hepatectomy (Rahman and Hodgson’
and lobes’ volumes is not only important to estimate 2000; Madrahimov et al., 2006; Aller et al., 2009a-b;
the vital functions of the body during lobectomy or Alheani and Al-Kennany, 2013; Nevzorova et al.,
transplants surgeries, but also during the functional 2015), liver regeneration (Palmes and Spiegel, 2004;
remnant liver volume and the small size syndrome Bélanger and Butterworth, 2005), embolism (Graaf et

(Dahm et al., 2005; Tucker and Heaton, 2005). In al., 2011; Van Den Esschert et al., 2012; Huisman et

al., 2014; Olthof et al., 2017), and liver tumors (Qi et
Gelis Tarihi/Submission Date : 22.10.2019 al., 2007; Zou et al,, 2012). These studies have been
Kabul Tarihi/Accepted Date - 10.03.2020 frequently carried out on rats and mice (Rahman and
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Hodgson, 2000; Palmes and Spiegel, 2004; Teh et
al., 2007; Tufidn et al., 2009; Huisman et al., 2014;
Torre et al., 2014; Zhang et al., 2014; Tedde et al.,
2015) and only a few studies reported the proportions
of liver lobes (Kubota et al., 1997; Martins et al,,
2007). Given that the small size of these animals, as
well as the variability of anatomical structures com-
pared with humans, is considered to be a disad-
vantage for experimental surgical applications
(Martins et al., 2007), rabbits may be preferred as
anatomical model for these experimental surgical
techniques, owing to the presence of gallbladder,
larger volume than other rodents and closer functions
to human liver (Olthof et al., 2017; Paramo et al.,
2017).

In light of this information, the present study de-
scribes the macro-anatomical information and propor-
tional distribution of organ lobes to support the re-
search of experimental liver surgeries in rabbits.

Materials and Methods

This study was conducted with the permission of Ani-
mal Experiments Ethics Committee (HADYEK),
64583101/2018/125, Aydin Adnan Menderes Univer-
sity. Twenty New Zealand (Oryctolagus Cuniculus)
female rabbit cadavers with a mean body weight of
2855.25 + 680.05 grams were used. These animals
had previously been used in the studies and no such
application that could have affected the abdomen and
the liver morphology. Macroscopically, organs with
any suspected pathological formation were not used
in the study.

The abdominal region was dissected in the cadavers
used. After the resection of ligaments and vascular
connections near the liver, organs were stored in the
plastic boxes at 4°C in 10% formalin solution. Before
the lobes were separated, the organs were immersed
in distilled water for one hour, thereafter, the volume
of the whole organs was measured by “The Archime-
des principle”. Immedialtely after, the organs were
dried with the towel paper and the total weight was
measured. According to the studies (Stan, 2018 and
Stamatova-Yovcheva et al., 2012) each lobe of the
liver was carefully separated and weighed with preci-
sion scales (Precisa, XB-1200C), and volumes were
measured by the Archimedes principle.

The ratios of the weight and volume of the liver lobes
to the total weight and volume values of the liver
were calculated. The weight ratios of the liver lobes
to the live body weights of the animals and, also the
Pearson’s correlations for weights and volumes were
calculated. The mean values + SEM the proportional
data were determined by the SPSS 19.00(IBM/SPSS,
Armonk, New York, United States).
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Results

At the midventral incision, the liver was seen situated
caudally to the diaphragm at the cranial abdominal
region. It was observed that it passed over the lesser
curvatura of the stomach and found in close contact
with the right kidney. The five lobes in the rabbit liver
were presented as, the right lobe (RL), the left medial
lobe (LML) and the left lateral lobe (LLL), the quad-
rate lobe (QL), the caudate lobe (CL), while the cau-
date lobe; the papillary process (PP) and the caudate
process (CP) was again divided into two.

The interlobar notches were located between the liver
lobes being more prominent, especially between the
medial and lateral parts of the left lobe, and it was
noted that these two subdivisions were seen as two
completely separate lobes. Between the quadrate
and the right lobe, the interlobar notch was less ap-
parent. On the diaphragmatic surface of the liver,
between the left medial lobe and the right lobe, a
prominent structure of the falciform ligament was
noted (along approximately 23-mm junction line) and
extended to the portal region.

The papillary process of the caudate lobe was rela-
tively round and located at the front aspect of the
lesser curvature of the stomach, while the caudate
process was cylindrical, and extended from the back
of the curvature ventriculus minor to the right kidney.

The renal impression of the liver was markedly deep.
It was also noted that there was a thin-long liver tis-
sue (paracaval portion of the caudal lobe-
CLparacaval) between the papillary process and cau-
date process at the level of the lesser curvature of
the stomach. Some vessels such as the caudal vena
cava, hepatic artery and portal vein were also visible
in this region. The esophagus also passed closer to
papillary process. It was seen that the gallbladder
was embedded in the visceral surface of the right
lobe and did not reach the ventral edge of the lobe.

The mean + SEM the percentage of weight and vol-
ume of liver lobes were presented in Table 1 and
Figure 1-B. The weight (TLweight%) and volume
(TLwowme%) ratios of lobes relative to the total liver
were similar (Table 1). It was noted that the largest
lobe was left lateral lobe and the smallest lobe was
the papillary process. While the sum of the left lobes
measurements was approximately half of the total
liver (~ 50%), the papillary process was found to con-
stitute 5% of the total liver. It was also noted that one-
fourth of the total liver was formed by the right lobe
and the quadrate lobe. On the other hand, the left
lobe and the right lobe together constituted ~ 70% of
the liver. In addition, the volume of the paracaval
portion was 3%. The correlations for weights and
volumes were also presented in Table 2 and Table 3.
The left lateral lobe weight showed positive high
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correlation with the total liver weight (r=0.933) and
the body weight (r=0.593). At the same time, the left
lateral lobe volume showed positive high correlation
with the total liver volume (r=0.892).
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Lienden et al., 2011; Van Den Esschert et al., 2012;
Huisman et al., 2014; Olthof et al., 2017; Paramo et
al,, 2017) in rabbit and some studies report five
lobes (Stamatova-Yovcheva et al., 2012; Stamatova-

Table 1. Weight and volume percentage of liver lobes to total liver and body weight (N=20)

Lobes BW% TL Weight% TL volume%)
Mean+SEM Meant SEM Mean+ SEM

LLL 0.67+0.04 27+0.083 29+1.02
LML 0.60+0.04 24+0.082 23+1.05
RL 0.48+0.03 19+0.62 17+0.67
QL 0.194£0.01 7+0.50 8+0.75
PC 0.40+0.04 16+0.83 15+1.04
CLparacavaI 0.08+0.01 3+0.23 3+0.27
PP 0.09+0.01 4+0.28 5+1.15
TLL 2.51+£0.12 100 100

TLL: Total Liver lobes. BW%: Body weight percentage, TL weignt%: Total liver weight percentage, TL voume%: Total
liver volume percentage LLL: Left lateral lobe of liver, LML: Left medial lobe of liver, RL: Right lobe QL: quadrate
lobe, PP: papillary process. PC: caudate process, CLyaracavai: paracaval portion of caudal lobe.

Table 2. The Correlation table showing weight of body, total liver and individual liver lobes

TLL LLL LML PP PC CLparacaval QL RL

BW 0575 0593 0470 0260  0.163 0.569 0.303  0.583"
TLL 0.933" 0.852° 059  0.665 0.640°  0.495 0.858~
LLL 0.748 0.531 0.571 0.675" 0413 0781
LML 0428  0.341 0.486 0428  0.758

PP 0.455 0.454 0.240 0.470°
PC 0.207 0.190 0.529°
CLparacaval 0.540 0.454"
QL 0.382
RL 1

*: P<0.05; **: P< 0.01.
BW: Body weight, TLL: Total Liver lobes, LLL: Left lateral lobe of liver, LML: Left medial lobe of liver, RL: Right lobe QL:
quadrate lobe, PP: papillary process. PC: caudate process, CLaracavali: paracaval portion of caudal lobe.

Table 3. The Correlation table showing volume of whole liver and individual liver lobes

LLLv LMLv PPv PCv ClLparacaval V QLv RLv

TLLv 0.892 0.712 0.161 0.695 0.525 0.518 0.766

LLLv 0.465 0.231 0.584" 0.410 0.469 0.612"
LMLv 0.009 0.292 0.309 0.502 0.613"
PPv -0.012 0.071  0.017 0.167
PCv 0.313  0.115 0.569"
CLparacaval V 0.038 0.462"
QLv 0.195
RLv 1

*P<0.05; **: P<0.01

TLLv: Total Liver lobes volume. LLLv: Left lateral lobe of liver volume, LMLv: Left medial lobe of liver volume, RLv: Right
lobe volume QLv: quadrate lobe volume, PPv: papillary process volume. PCv: caudate process volume, CLparacaval V: paraca-
val portion of caudal lobe volume.
Discussion and Conclusion Yovcheva et al., 2018; Stan, 2018). Moreover, some
investigators describe the liver lobes in the rabbit as

In experimental lobectomy, it is important to distin-
guish each liver lobe term anatomically (Martins et
al., 2007), but it is noteworthy that in various studies,
there is confusion in using the terms for liver lobes.
While various studies reported four liver lobes (Van

cranial and caudal lobes. The caudal lobe is defined
only as the caudate process, while all the other lobes
are defined as the cranial lobes (Van Den Esschert
et al., 2012; Huisman et al., 2014; Olthof et al., 2017;
Paramo et al., 2017). Some researchers define the
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Right Left

A B

Figure 1: A:Liver position on rabbit, B: The distribution of
liver lobes. Left lateral lobe (LLL), left medial lobe
(LML),quadrate lobe (QL), right lobe (RL), caudate process
(PC), papillary process (PP), parcaval portion (CLparacaval),
diaphragm (D), stomach boundaries (S)

lobes according to the course of the portal vein
(Paramo et al., 2017). The gross anatomical divisions
of the liver comprise the right, left, caudate and quad-
rate lobes (Konig and Liebich, 2007; Ellis, 2011). In
the guidance of the reports of Stan (2018) and Sta-
matova-Yovcheva et al. (2012), the rabbit liver was
divided into 5 lobes in this study according to ana-
tomical terminology as left lateral, left medial, right,
quadrate and caudate lobes. Apart from these stand-
ard lobes, the presence of paracaval region in the
rabbit liver should also be considered. In addition to
the similarities and differences in the definitions of the
lobes, it is recommended that the researchers who
work on experimental lobectomy in rabbits, also pay
attention to the presence of the paracaval region.

The classical terminology of the gross anatomical
lobes does not correspond to the functional division
into eight hepatic segments, each with their own
blood supply and the biliary drainage of human liver
(Ellis, 2011). In liver surgery, the terms of segmenta-
tion of human liver is defined by the Terminology
Committee of the International Hepato-Pancreato-
Biliary Association (Strasberg et al., 2000; Abdala et
al., 2004; Ellis, 2011; Strasberg, 2016). Although
these terms do not not completely correspond to this
segmentation, and there few studies comparing rat
liver with human liver segments (Kogure et al., 1999;
Martins et al., 2007). There are also studies describ-
ing macro-anatomically, the biliary drainage and vas-
cularization of the liver in rabbits (Tam et al., 2014;
Stamatova-Yovcheva et al., 2018). However, consid-
ering the experimental surgical studies of the liver in
rabbits, further studies are needed to define the func-
tional liver segments as in humans.

Various studies reporting surgical procedures like
liver resection, lobectomy, embolism, and tumor al-
ways take into account the proportional distribution of
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liver sections. It is also important to follow the amount
of tissue loss in the liver, and determine postopera-
tive liver volume with minimal functional remnant liver
volume. In several studies, human liver is divided into
lobes or segments and their proportional data are
presented (Leelaudomlipi et al., 2002; Abdalla et al.,
2004; Mise et al., 2014). The proportional distribution
of each liver lobe relative to total liver weight is pre-
sented in detail in rats and mice which are commonly
used animal models for such studies (Madrahimov et
al.,, 2006; Martins et al., 2007; Aller et al., 2009b).
Rabbits are also used as common laboratory animals
for experimental hepatic surgical operations. There is
scarce information about proportions of lobes (Dupre
et al., 2012; Huisman, 2014, Liao et al., 2017), how-
ever, the ratios of each liver lobes to the total liver
have not been reported in rabbit. Liao et al. (2017)
indicated that it is 50% of the left lobe and 20% of the
caudate lobe according to the total liver mass in rab-
bit. Dupre et al. (2012) stated that according to pre-
liminary study data, it is 27.9% of the total liver vol-
ume of the left lateral lobe, while Huisman (2014)
reported it as 25%. In this study, the detailed propor-
tional values of each liver lobe’s weight and volume
were presented with respect to anatomical structures.
According to total liver weight, the proportion of the
left lateral lobe was approximately 27%, the left medi-
al lobe 24%, the right lobe 19%, the quadrate lobe
7% and the caudate lobe was 23%. The volumetric
ratios of lobes were close to the mass ratios.

The experimental hepatectomy models that are
based on the removal of defined liver lobe combina-
tions use approximately 30%, 50%, 70% and 90%
resected liver volume (Madrahimov et al., 2006). The
macro-anatomical and morphometric findings in this
study showed that the lobes for rabbit liver surgery
can be easily accessed (considering the depth of
interlober notch) in the following order, the left lateral
lobe (approximately 27-29%)> the caudate process
(15-16%)> the papillar process (4-5%) for resection.

Research in experimental surgery suggests that the
left lateral lobe should be removed for easy partial
hepatectomy in rabbits (Dupre et al., 2012). In addi-
tion, if a partial hepatectomy, including the other
lobes, is planned, the presence of a shallow incisura
between the quadrate lobe and both the right lobe
and the left medial lobe along with gallbladder in the
region, can make it diffcult to remove/ressect. Fur-
thermore, in order to prevent the development of
small size syndrome the determination of postopera-
tive liver volume is important in liver transplantation
cases. In a healthy young person, 20-25% minimal
functional remnant liver volume is sufficient, while, 30
-60% remnant liver volume is needed in elderly or
liver patient (Tucker and Heaton, 2005; Tizin et al.,
2015). As mentioned above, according to the mor-
phological data the caudate and papillary process are
easily removed together with the left lateral lobe,
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therefore, the minimal functional remnant liver may
remain in respect to the numerical data in the rabbit
liver.

In some studies, the ratio of liver or lobes to live
weight was also used (Urayama et al., 1999; Aller et
al., 2009b). Therefore, these ratios were calculated
for rabbits in the study. It is about 2% of total liver to
body weight in human. The mice used as experi-
mental animals are 3-5% BW (2-3 g) and the rat is 2-
3% BW (4-5 g) (Rogers and Dintzis, 2018). In this
study, mean liver weight was calculated as 2.51%
BW in rabbits.

The ratio of caudate process to the total liver volume
was defined as 15% in this study, while the volume of
this segment is also stated as 22-26% in the experi-
mental liver embolism studies in rabbit. The volume
of the lobe was calculated using compure tomogra-
phy in these studies (Van Lienden et al., 2011; Van
Den Esschert et al.,, 2012; Paramo et al.,, 2017).
Graaf et al. (2011) reported that the values measured
by computed tomography are significantly larger than
the direct volume measurements of liver lobes. Ac-
cordingly, investigators should consider the method
of liver measurement in their studies.

The method of storage is limitation during which the
water which may enter the blood vessels or bile ducts
of liver or their contents change after discontinuation.
However, as mentioned above, it is also worth noting
that the computed tomographic volumetry calculates
different results from direct anatomical measure-
ments.

In conclusion; anatomical information may be a refer-
ence in performing various experimental surgical
studies in rabbit liver. This study suggests that, the
caudate and papalillary processes together with the
left lateral lobe are the easiest part of the liver for
lobectomy, and approximately 50% functional rem-
nant liver can continue to perform normal functions.
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Atif yapmak igin: Apaydin N, Aydingiler M. Kedilerde medetomidin-ketamin ve zolazepam-tiletamin anestezilerinin hematolo-
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Ozet: Bu galisma; kedilerde genel anestezi igin yaygin olarak kullanilan medotomidin-ketamin anestezisi ile zolazepam
-tiletamin anestezisinin hematolojik ve biyokimyasal parametreler tizerinde olusturdugu etkileri karsilastirmak ve klinik
yoénden uygulanabilirligini arastirmak amaciyla gerceklestirildi. Calismanin materyalini 32 adet kedi olusturdu. Kedilerin
19 adeti disi, 13 adeti ise erkek kedi idi. Kediler 6 ay ile 3 yas arasi ve 5.3+2.4 kg canl adirliga sahiptiler. Calismamiz;
medetomidin (80 mcg/kg im)-ketamin (10 mg/kg im) grubu (Grup 1) 16 kedi, zolazepam-tiletamin (15 mg/kg im) grubu
(Grup II) 16 kedi olmak Uzere 2 gruptan olustu. Tim kedilerden 0. dakika, 120. dakika,12. saat ve 24. saatlerde V. cep-
halica antebrachiden hematolojik ve biyokimyasal élgiimler igin kan alindi. Yapilan istatistiksel degerlendirmede; Iki
grup arasinda; hemoglobin (HGB) 120. dakika, lenfosit (LENF) 24. saat, I6kosit (WBC) 0. dakika, kan lre azotu (BUN)
12. saat, glikoz (GLU) 120. dakika dlgiimlerinde anlamli fark bulundu (P<0.05). HGB, LENF, WBC, kreatin (CK), alanin
aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) ve GLU olgiimlerinin 1. ve 2. gruplarinda 0. dakika, 120. daki-
ka, 12. saat ve 24. saatteki dlgclimleri arasinda, granulosit (GRAN) ve eosinofil (EOS) dlgtiimlerinin 1. grubunda 0. daki-
ka, 120. dakika, 12. saat ve 24. saatteki olglimleri arasinda, gamma glutamil tranpeptidaz (GGT), dlgiimlerinin 2. gru-
bunda 0. dakika, 120. dakika, 12. saat ve 24. saatteki 6lgiimleri arasinda anlamli fark bulundu (P<0.05). Sonug olarak;
medotomidin-ketamin ve zolazepam-tilatamin anestezisinin kedilerde hematolojik ve biyokimyasal parametreler Gizerine
etkilerinin oldugu ancak bu etkinin fizyolojik sinirlar igerisinde kaldigi belirlendi. Ancak anestezi bulgulari yoninden
medotomidin-ketamin anestezisinin zolazepam-tiletamin anestezisine gore daha iyi anestezi sagladigi belirlendi.
Anahtar kelimeler: Kedi, ketamin, medetomidin, tiletamin, zolazepam

Comparison of the Effects of Medetomidine-Ketamine and Zolazepam-Tiletamine Anesthesia on Hematologic
and Biochemical Parameters in Cats

Summary: The aim of this study was to compare the effects of medotomidine-ketamine anesthesia and zolazepam-
tiletamine anesthesia on hematological and biochemical parameters and to investigate its clinical applicability. The
study material consisted of 32 cats. There were 19 female and 13 male cats. The cats were between 6 months and 3
years and had a live weight of 5.3 + 2.4 kg. Our study; medetomidine (80 mcg/kg im)-ketamine (10 mg/kg im) group
(Group 1) consisted of 16 cats and zolazepam-tiletamine (15 mg/kg im) group (Group Il) consisted of 16 cats. Of all
cats, 0 minutes, 120 minutes, 12. hours and 24 hours. Blood was taken for v. cephalica antebrachidene for hematologi-
cal and biochemical measurements. In statistical evaluation; Between the two groups; There was a significant differ-
ence in hemoglobin (HGB) 120" minute and lymphocyte (LENF) 24" hour, leukocyte (WBC) 0 minutes, blood urea
nitrogen (BUN) 12" hour, glucose (GLU) 120" minute measurements were significantly different (P<0.05). HGB, LENF,
WBC, creatine (CK), alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and GLU measurements in
the 1st and 2nd groups of the 0™ minute, 120" minute, 12" hour and 24" hour measurements, granulocyte (GRAN)
and eosinophils (EOS) measurements in the first group the 0™ minute, 120" minute, 12" hour and 24™ hour, in the
second group of gamma glutamil tranpeEtldase (GGT) measurements, there was a significant difference between the
measurements at 0", 120" minutes, 12" and 24" hours (P<0.05). As a result; the effects of medotomidine-ketamine
and zolazepam-tiletamine anesthesia on hematological and biochemical parameters in cats were determined, but this
effect remained within physiological limits. However, in terms of anesthesia findings, medotomidine-ketamine anesthe-
sia was found to provide better anesthesia than zolazepam- tiletamine anesthesia.

Key words: Cat, ketamine, medetomidine, tiletamine, zolazepam
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Preanestezik ilaglar ya tek basina ya da birkag ilag ile
kombine halde kullanilirlar. Bu ilaglar; sedasyonu
saglamak, anesteziye girisi kolaylagstirmak, olugabile-
cek komplikasyonlari engellemek ve kullanilacak
genel anestezik ilag miktarini azaltmak igin kullanilir
(Apaydin, 2019; Kog ve Saritas, 2004).

Medetomidin, kigiik hayvan hekimliginde yaygin ola-
rak kullanilan a2-adrenoseptdr agonisti bir ilagtir. a2-
adrenoseptdr agonistlerin temel amaci sedasyon
olusturmalaridir. Bu etkilerinin yani sira sentral ve
spinal etkilerine bagli olarak kaslarda relaksiyon ve
analjezi meydana getirirler (Kanda ve Hikasa, 2008;
Ko ve ark., 2007; Yaygingil ve Belge, 2018). Sedatif
etkilerinin suresi ortalama 1-2 saat olmakla beraber
verilen doza baglidir ve zaman zaman 6 saate kadar
uzayabilir. Analjezik etki sedasyon suresinden daha
kisadir ve yaklasik 1 saat kadardir. Gugli etkilerine
ragmen agrili cerrahilerde tek basina kullaniimazlar.
Medetomidinin en blylk avantaji, etkilerinin atipame-
zol ile tersine cgevrilebilmesidir (Cetinaslan ve Apay-
din, 2008). Premedikasyon icin kullanilirsa doz mikta-
rinin dugtrtlmesi tercih edilir. Kedilerde kullanilan
doz 80-150 mcg/kg im arasinda degismektedir. Kedi-
lerde Medetomidin ile doza bagli sedasyon olusur
(Topal, 2005). Kediler de % 90 oraninda kusma,
trombositlerde kimelesme, plazma insulin duzeyini
disurecek hiperglisemiye neden olma gibi yan etkileri
bulunmaktadir (Cetinaslan ve Apaydin, 2008; Kanda
ve Hikasa, 2008).

Zolazepam; dissosiyatif ilag grubunda yer alan
tiletamin ile kombine olarak kullanilir. Suda
¢ozunurligu olan  bir benzodiazepin tlrevidir.
Zolazepam'in farmakokinetik etkisi diazepam ve mi-
dazolam'a benzer. Diazepam ve midazolamdan daha
az etkilidir, yuksek dozlarn ise eksitasyon ve ruhsal
degdisimlere neden olabilir (Hamton ve ark., 2019; Li
ve ark., 2015; Mair ve ark., 2014; Yanmaz ve ark.,
2017).

Ketamin ve tiletamin ile olusturulan anestezilerde
refleksler bliylik oranda degismeden kalir. Hastalarda
sese, I1sIga ve diger uyarilara karsi hassasiyet artmig-
tir. Kas tonusu artar, hatta rijitite olugur. Vicut gergin
haldedir. Visseral agriyl tam olarak ortadan kaldirma-
did1 icin abdominal operasyonlarda tek basina kulla-
nilmamalidir (Topal, 2000). Dissosiyatif anestezikler
hem iv hem de im yolla uygulanabilirler. Bunun nede-
ni anestezik doz guvenlik sinirinin genis olmasidir.
Solunumda ara sira soluk tutma seklinde goze car-
pan bir etki olusturur. Kardiovaskiiler sistemde diger
anesteziklerden farkh olarak kalp hizi artar, kan ba-
sinci ylkselir ve kardiak kontraktilite artar. Karaciger-
de metabolize olur ve bdbrek yoluyla degismeden
atilirlar. Karaciger ve bobrek rahatsizligi olan hasta-
larda dikkatli ve distk doz uygulanmalidir (Apaydin,
2019; Topal, 2005).

Ketamin; dissosiyatif bir anestezi olarak bilingsizlik ve
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somatik anestezi igeren kataleptik etki olusturur. Di-
ger sinir sistemini deprese eden ilaglara gére avantaji
kardiovaskuler sistemi stimule etmesidir
(Gebremedhin ve ark., 2018; Karasu ve ark., 2018;
Kaya ve ark., 2002). Uygun bir premedikasyon uygu-
lamasini takiben 10-30 mg/kg im uygulandiginda 45-
60 dakika, 5-10 mg/kg iv uygulandiginda 15-20 daki-
ka suren bir anestezi saglar. Anestezi siresini uzat-
mak icin baslangi¢ dozunun yarisi uygulanabilir. Ke-
tamin kedilerin karacigerinde az oranda metabolize
olur ve enjekte edilen miktarin buyuk bir bolumua degi-
sime ugramadan atilir. Ketamin, hepatik ve renal
disfonksiyonu olan hayvanlarda dikkatli bir sekilde
uygulanmalidir (Apaydin, 2019; Topal, 2005).

Tiletamin-zolazepam kombinasyonu; kedi ve kdpek-
lerde diagnostik ve kiguk cerrahi islemler i¢in im ve iv
olarak kullanilan; dislik dozlarda kullanildiginda se-
dasyon yiksek dozlarda ise anestezi saglayan etkili
bir ila¢ kombinasyonudur (Kaya ve ark., 2002). Tileta-
min-zolazepam birgok evcil ve vahsi hayvan tiriinde
de kullaniimaktadir (Hampton ve ark., 2019). Tileta-
min, kataleptik 6zellikte, beyaz renkli, suda kolay
¢ozilen immobilizasyon ve analjezik etkisi ketamine
oranla daha uzun sireli dissosiyatif anestezik madde
grubundadir. Genellikle zolazepam ile birlikte kullani-
lir. Tiletamin, kaslari gevsetmez veya kranial sinir ve
spinal refleksleri etkilemez. Bununla birlikte, zolaze-
pam ilavesi ile kas gevsemesi olusur (Ko ve ark.,
2007). Kedilerde tiletamin-zolazepam im ve iv enjek-
siyonundan 1.5 - 6 dakika sonra cerrahi anestezi
baslar. Kedilerde bu kombinasyonun giivenlik siniri
genis olup, 6nerilen dozlarin 4.5 katina kadar olum-
suz etki gorilmez. Kedi ve kopeklerde 10 mg/kg iv,
15-25 mg/kg im uygulanabilir (Topal, 2005). Givenlik
sinirinin genisligi, anesteziye girisin hizli ve rahat
olmasi, kas gevsemesinin ve agri kesici etkisinin iyi
olmasi, kalp ve solunum sistemlerine baskilayici etki-
sinin hizli ve rahat sekillenmesi ilacin olumlu yénleri-
dir. Tiletamin-zolazepam tek basina veya diger ilag-
larla kombine olarak da kullanilabilmektedir (Ko ve
ark., 2007; Lu ve ark., 2014; Spada ve ark., 2015).

Anestezi Oncesi, sirasinda ve sonrasinda hastadan
alinan kan orneklerinden biyokimyasal, hematolojik
Olcimler basarili bir anestezinin temelini olusturur.
Hayvanin anestezi 6ncesi durumunu belirlemek ve
uygun anestezik ilacin se¢imi i¢in kan parametreleri-
nin belirlenmesi énemli ve gereklidir. Dolayisiyla bu
parametreleri etkilemeyen ya da en az etkileyen
anestezik ilaglar kullaniimalidir (Cetinaslan ve Apay-
din, 2008; Rashid, 2017; Zlateva ve Marinov, 2015).

Calismamiz; medetomidin-ketamin ve zolazepam-
tiletamin anestezisinin hematolojik ve biyokimyasal
parametreler Ulzerine etkilerinin karsilastirilarak uy-
gun olan anestezi segeneginin belirlenmesi ve klinik
yénden uygulanabilirliginin arastirlmasi amaciyla
gerceklestirildi.
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Gereg ve Yontem

Calismanin materyalini; 19 adet disi, 13 adet erkek
kedi olmak Uzere toplam 32 adet kedi olusturdu. Ke-
diler 6 ay ile 3 yas arasi ve 5.3+2.4 kg canli agirhga
sahiptiler.

Calisma 6ncesinde Erciyes Universitesi Hayvan De-
neyleri Yerel Etik Kurulu'un dan (10.01.2018 tarih ve
18/012 sayih karar) izin alindi. Calisma materyallerini
Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim Aras-
tirma ve Uygulama Hastanesi Cerrahi Klinigi ile An-
kara incek Petlife Veteriner Klinigi'ne radyolojik tani,
mindr cerrahi, orchioktemi, ovariohisterektomi ve kirik
operasyon igin getirilen 32 adet kedi olugturdu.

Anestezi dncesi 12 saat tum kediler a¢ birakildi, sa-
dece su verildi. Butin olgularin klinik muayeneleri
yapildi. V. cephalica antebrachi ye kateter yerlestiril-
di.

Calismamiz; medetomidin-ketamin grubu (Grup 1) 16
kedi, zolazepam-tiletamin grubu (Grup II) 16 kedi
olmak Uzere 2 gruptan olustu. Tim kedilerden 0.
dak., 120. dak.,12. saat ve 24. saatlerde v. cephalica
antebrachiden hematolojik ve biyokimyasal 6lgiimler
icin 5 ml kan alindi. Bu kanlar; 1 adet EDTA’ I, 1 adet
vakumli serum tipune paylastinidi. EDTA'lI tiplere
alinan kan 6rnekleri pihtilasma problemiyle karsilagil-
mamasi ve tim kanin EDTA ile homojen bir sekilde
karismasi icin diizgun dairesel hareketlerle sallandi.

Grup | deki 16 kedi igin preanestezik olarak 80 mcg/
kg im medetomidin (Tomidin®, Provet), 10-15 dakika
sonra genel anestezik olarak 10 mg/kg im ketamin
(Ketasol %10) ®, Richterpharma ag) uygulandi. Grup
Il de ki 16 kedi igin zolazepam- tiletamin (Zolatil® 50,
Virbac) ugulandi. 1 sise igerigi, 5 ml’ lik enjeksiyonluk
su ile sulandirilarak 1 ml’ si 50 mg’ hk etken madde
(25 mg tiletamin + 25 mg zolazepam) igceren Zolatil®
50’den 15 mg/kg im uygulandi. Olgularin operasyon
sureleri ortalama 45-60 dakika surdii. Kedilerin posta-
nestezi donemi yogun bakim 6zelligi olan kafeslerde
gerceklestirildi. Butln refleksler yerine geldikten son-
ra olgular normal bakim unitelerine alindi.

iki grup igin de EDTA’ I tiiplere aldigimiz kan érnek-
lerinden hematolojik inceleme igin; eritrosit (RBC),
hematokrit (HCT), hemoglobin (HGB), lenfosit
(LENF), 16kosit (WBC), granulosit (GRAN), eosinofil
(EOS), trombosit (PLT) degerlerine bakildi. Bu &l-
cumler icin Mindray BC-2800 Vet China marka oto-
matik kan sayim cihazindan yararlanildi.

iki grup icin de vakumlu serum tiiplerine aldigimiz
kan érneklerinden biyokimyasal inceleme i¢gin; krea-
tin (CK), kan ure azotu (BUN, gamma glutamil tran-
peptidaz (GGT), alanin aminotransferaz (ALT), aspar-
tat aminotransferaz (AST) ve glikoz (GLU) degerleri-
ne bakildi. Bu élgtimler igin RANDOX rx monaco UK
tam otomatik biyokimya cihazi kullanildi.
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istatistik analizler: Verilerin normal dagilima uygun-
lugu Q-Q plot, histogram grafikleri ve Shapiro Wilk
testi ile deg@erlendirildi. Sifirnci dak, 120. dak., 12.
saat ve 24. saatler arasindaki farkhliklarin istatistiksel
olarak 6nem kontrolleri Friedman testi, farkhhgin
6nemli oldugu parametrelerde Bonferroni dizeltmeli
Wilcoxon testi ile yapildi. Gruplar arasindaki farkhhk-
larin istatistiksel olarak énem kontrolleri ise Mann
Whitney U testi ile yapildi. Verilerin tanimlayici istatis-
tikleri Ortalama +Standart hata ile gésterildi. istatistik-
sel analizlerde NCSS 9 programi kullanildi.

Bulgular

Grup | deki olgularimiza medetomidin-ketamin uygu-
landi. Yedinci olguda solunum sayisi 32/dak dan 12/
dak.ya dustigu icin doxapram 5 mg/kg iv (Doxaprol
Provet) uygulandi. Onbirinci olguda uyanma ayni
grubun diger olgularina goére 12 dakika daha erken
oldu. Ondérdiinci olguda uyanma 21 dakika daha
gec sekillendi. Hipotermi sekillenen 15. olgunun vicut
sicakhgi (34.8 °C) sicak su torbalariyla normale dén-
dardlda. Grup | olgularinda uyanma stresi Grup 1l ye
gore 10-20 dakika araliginda daha gec gerceklesir-
ken, uyanmadaki konfor Grup Il ye gore daha iyi idi.

Grup Il de ki tim olgular da anestezi siresince solu-
numun ¢ok ylzeysel oldugu, palpebral reflekslerin
¢ok belirgin oldugu belirlendi. Kediler igin uzun siren
operasyonlarda onerilen dozun ( 15 mg/kg) yeterli
olmadigi goruldi. Zolazepam-tiletamin grubunda
uyanma sdrelerinin medetomidin-ketamin grubuna
oranla 10-20 dakika daha erken sekillendigi goérulda.
Zolazepame-tiletamin grubunda olgularin 2 si hari¢ (25
mg/kg im uygulanan 15 ve 16 no lu olgular) digerleri-
nin hepsinde anestezi ¢ikisinda eksitasyon gdzlendi.

iki grup arasinda; HGB degiskeninin 120. dakika 6l-
cumleri (P=0.035), LENF degiskeninin 24. saatteki
olcumleri (P=0.047), WBC degiskeninin 0. dakikadaki
Olciimleri (P=0.039), BUN degiskeninin 12. saatteki
Olgumleri (P=0.043), GLU degiskeninin 120. dakika
Olctimleri (P=0.007) arasinda anlamh fark bulundu
(P<0.05). Diger degiskenler bakimindan gruplar ara-
sinda anlamli farklilik bulunmadi (P>0.05).

HGB, LENF, WBC, creatin, ALT, AST VE GLU degis-
kenlerinin 1. ve 2. gruplarinda 0. dakika, 120. dakika,
12. saat ve 24. saatteki Olgimleri arasinda anlamli
fark bulundu (P<0.05). GRAN ve EOS degiskeninin 1.
grubunda 0. dakika, 120. dakika, 12. saat ve 24. sa-
atteki olgimleri arasinda anlamli fark bulundu
(P<0.05). GGT degiskeninin 2. grubunda 0. dakika,
120. dakika, 12. saat ve 24. saatteki 6lgiimleri arasin-
da anlamh fark bulundu (P<0.05). Diger degiskenlerin
gruplari icinde tekrar eden 6lgimler arasinda anlamli
farklilik bulunmadi (P>0.05) (Tablo 1).
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Tablo 1. Kedilerde medetomidin-ketamin ve zolazepam-tiletamin anestezilerinin hematolojik ve biyokimyasal
parametrelerinde, gruplarin ve tekrarlayan 6lgiim sonuglarinin istatistiksel karsilastiriimasi.

Zaman (Ort+St Hata)

P Degeri

Degiskenler 0.Dakika 120. Dakika 12. Saat 24. Saat (F"ed":i‘;‘" Tes-
RBC
1.Grup 10.20+0.63 7.72+0.60 8.60+0.52 9.06+0.60 0.133
2.Grup 9.80+0.78 9.07+0.57 8.91+0.70 7.97+0.62 0.157
P Degeri
(Mann Whitney U 0.780 0.094 1.000 0.196
Testi)
HCT
1.Grup 44.83+2.95 32.67+2.46 36.91+2.09 39.39+2.61 0.073
2.Grup 43.31+2.93 41.16+3.85 40.1+3.94 34.56+2.31 0.069
P Degeri
(Mann Whitney U 0.724 0.061 1.000 0.110
Testi)
HGB
1.Grup 15.44+0.66° 11.41+0.84° 12.99+0.79%° 14.35+0.98%° 0.010
2.Grup 16.56+1.21° 14.39+1.12%° 14.69+1.45%° 12.6820.83° 0.033
P Degeri
(Mann Whitney U 0.752 0.035 0.780 0.119
Testi)
LENF
1.Grup 10.14+3.86° 4.22+1.27° 9.6814.72° 5.06+1.66° 0.002
2.Grup 11.73+3.09° 4.130.87° 11.54+5.41° 8.20+2.03% 0.011
P Degeri
(Mann Whitney U 0.102 0.491 0.224 0.047
Testi)
WBC
1.Grup 13.93+2.63% 9.97+1.94° 19.45+5.22° 16.53+3.46" 0.001
2.Grup 21.3243.52%° 12.43+1.69° 25.0315.42° 20.5142.82%° 0.003
P Degeri
(Mann Whitney U 0.039 0.110 0.196 0.128
Testi)
GRAN
1.Grup 6.28+1.09%° 5.36+1.20° 11.161.78° 10.741.73° <0.001
2.Grup 8.50+1.19 7.76+1.09 12.71+1.94 11.59+1.87 0.085
P Degeri
(Mann Whitney U 0.160 0.067 0.539 0.752
Testi)

"&b Ayni satirda farkll harf tasiyan gruplar istatistiksel olarak farkhdir.
RBC (eritrosit), HCT (hematokrit), HGB (hemoglobin), LENF (lenfosit), WBC (I6kosit), GRAN (granulosit), EOS (eosinofil), PLT
(trombosit), CK (kreatin), BUN (kan ure azotu ), GGT (gamma glutamil tranpeptidaz), ALT (alanin aminotransferaz), AST

(aspartat aminotransferaz), GLU (glikoz)

Tartisma ve Sonug

Medetomidin, son yillarda yaygin olarak kullanilan bir
a2-adrenoseptor agonisti bir ilagtir. Kaslarda relaksi-
yon ve analjezi meydana getirir. Sedatif etkilerinin
suresi ortalama 1-2 saat olmakla beraber verilen do-
za baglidir ve zaman zaman 6 saate kadar uzayabilir.
Analjezik etki sedasyon slresinden daha kisadir ve
yaklasik 1 saat kadardir. Glglu etkilerine ragmen
agrili operasyonlarda tek basina kullaniimazlar. Kedi-
ler de % 90 oraninda kusma, trombositlerde kiimeles-
me, plazma insilin diizeyini distrecek hiperglisemi-
ye neden olma gibi yan etkileri bulunmaktadir
(Apaydin, 2019; Cetinaslan ve Apaydin, 2008; Yay-
gingil ve Belge, 2018; Kanda ve Hikasa, 2008). Ca-
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lismamizin Grup 1 deki olgularinda premedikan ilag
olarak medetomidin kullanildi. Bitin olgularimizda
sedasyon saglanirken operasyon siresince de anal-
jezinin saglandigi gorildi. Ketamin ile birlikte uygu-
landigindan dolay! ideal bir anestezi saglandi. Agrili
operasyonlarda tek bagina medetomidin kullaniimasi-
nin uygun olmayacagina karar verildi. Medetomidin
uygulanan batun olgularimizda kusma goéruldi. GLU
degdiskeninin  120. dakikadaki 6lcimi bakimindan
anlamh fark bulundu (P=0.007). 0. dakika 6l¢iim de-
geri 100.9048.64 iken medetomin uygulandiktan son-
ra 120. dakika Olgim degerleri 193.67+19.96, 12.
saat 116.42+10.61 ve 24. saat Olgim degeri ise
101.0614.51 olarak kaydedildi. Medetomidin uygulan-
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diktan sonra kan glikoz diizeyinin arttigi ancak bunun
hiperglisemi olusturacak duizeye kadar c¢ikmadidi,
etkisinin gecmesinden sonra kan glikoz duzeyinin
tekrar distigu goruldu.

Zolazepam, tiletamin ile kombine olarak kullanilir.
Suda ¢ézunirligu olan bir benzodiazepin turevidir.
Yiksek dozlar ise eksitasyon ve ruhsal degisimlere
neden olabilir (Hamton ve ark., 2019; Mair ve ark.,
2014). Kedi ve kopeklerde diagnostik ve kiigik cerra-
hi iglemler icin im ve iv olarak kullanilan; disik doz-
larda kullanildijinda sedasyon yiksek dozlarda ise
anestezi saglayan etkili bir ilag kombinasyondur
(Kaya ve ark., 2002). Kedilerde bu kombinasyonun
guvenlik siniri genis olup, dnerilen dozlarin 4.5 katina
kadar olumsuz etki gértilmez. Kedi ve képeklerde 10
mg/kg iv, 15-25 mg/kg im uygulanabilir (Topal, 2005).
Guvenlik sinirinin genigligi, anesteziye girisin hizli ve
rahat olmasi, kas gevsemesinin ve agri kesici etkisi-
nin iyi olmasi, kalp ve solunum sistemlerine baskilayi-
ci etkisinin hizli ve rahat sekillenmesi ilacin olumlu
yonleridir. Salivasyonu artirmasi ve hazirlanan ¢ézel-
tinin 3 gln igerisinde tiketiminin zorunlu olmasi ilacin
olumsuz yonleridir. Uygulandiktan sonra hipotermi,
tasikardi, kusma ve ajitasyon gibi olumsuz etkiler
gorilebilir (Ko ve ark., 2007; Lu ve ark., 2014; Spada
ve ark., 2015; Li ve ark., 2015; Yanmaz ve ark.,
2017). Arastirmamizda 5 ml' lik enjeksiyonluk su ile
sulandirilarak 1 mI’ si 50 mg’ Iik etken madde (25 mg
tiletamin + 25 mg zolazepam) iceren Zolatil® 50'den
15 mg/kg im uygulandi. Olgularimizin cerrahi suresi
ortalama 60 dakika idi. Anesteziye giris hizli ve rahat
oldu. Ancak bazi olgularda salivasyon artisi gézlendi.
Uygulanan 15 mg/kg im dozun yeterli olmadigi belir-
lendi. Cerrahi sirasinda olgularin agrn duydugu ve
bazi olgularda idame doz uygulamasi yapilmasi ge-
rektigi goéralda.

Ketamin kas gevsemesini saglamak, nobet veya kon-
vilsiyonlar énlemek icin a2 agonisti ile birlikte kulla-
nilabilir (Topal, 2005). Tek basina Ketamin ile aneste-
zide genellikle agiri tukrik salgisi, kas sertligi ve ¢ir-
pinma olusur (Cetinaslan ve Apaydin, 2008). Medeto-
midine-ketamine kombinasyonu, hizli induksiyon, iyi
kas gevsemesi, iyi analjezi ve bradikardi ile karakteri-
ze kediler igin uygun bir anestezi olusturur (Heidari ve
ark., 2017). Calismamizda ketamin tek basina kulla-
nilmadi. Preanestezik olarak 80 mcg/kg im medeto-
midin, 10-15 dakika sonra genel anestezik olarak 10
mg/kg im ketamin uygulandi. Medetomidine-ketamine
anestezi protokoliniin, hizli indikstyon, iyi kas gev-
semesi, iyi analjezi saglayan kediler i¢in uygun bir
anestezi olusturdugu belirlendi.

Hayvanin anestezi dncesi kan parametrelerinin belir-
lenmesi, guvenli anestezi protokoliiniin uygulanmasi
yoni ile 6nemlidir. Anestezi 6ncesi bébrek ve karaci-
ger fonksiyon testleri hastanin prognozu ydniinden
onemlidir. Karaciger ve bobrek fonksiyon degerlerinin
fizyolojik sinirlar igerisinde olmamasi patolojik bir
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durumun gostergesidir. Ancak bu degerler tek basina
tani konulmasi igin yeterli degildir (Apaydin ve Kog,
2005; Cetinaslan ve Apaydin, 2008; Rashid, 2017;
Zlateva ve Marinov, 2015). Arastirmamiz iki anestezi
protokolinin hematolojik ve biyokimyasal parametre-
lere olan etkilerini icermektedir. Calismamiz; anestezi
Oncesi hastalarin hematolojik ve biyokimyasal kan
degerlerinin belirlenmesinin, gerek yapilan cerrahiyi
gerekse uygulanan anestezi protokoliini direk etkile-
digini ortaya koydu. Bu nedenle preanestezi déne-
minde hastadan alinan kan 6rneklerinden elde edile-
cek bu laboratuvar bulgularinin degerlendirip buna
gOre anestezi protokoll belirlenmesinin temel prensip
olmasi gerektigi goruldu.

Tavsanlarda xylazine-zolazepam-tiletamin ve xylazi-
ne-ketamine genel anestezilerinin karsilastinldigi
calismada (Kaya ve ark., 2002); anestezi siresi, de-
rinligi ve fizyolojik parametreler yéniinden xylazine-
zolazepam-tiletamin anestezisinin tercih edilebilir bir
anestezi yontemi oldugu belirlenmistir. Arastirmamiz
medetomidin-ketamin ile zolazepam-tiletamin aneste-
zi protokollerinin hematolojik ve biyokimyasal para-
metreler Uzerine etkilerinin karsilastinimasini kapsa-
maktadir. Bu parametreler izerine her iki anestezi
protokoluniin etkisi fizyolojik sinirlar icerinde oldu.
Ancak kedilerde medetomidin-ketamin anestezisinin
zolazepam-tiletamin anestezisine gére daha iyi so-
nuglar verdigi gozlendi. Zolazepam-tiletamin grubun-
da Kaya ve ark. (2002) ikinci bir premedikan ilag olan
xylazin kullanmiglardir. Biz c¢alismamizda sadece
zolazepam ve tiletamin igeren ilag kullandik, bu ne-
denle tavsanlarda onerilebilen bir protokol olmasina
ragmen kediler icin sadece zolazepam-tiletamin
anestezisininde 15 mg/kg dozun uygun olamayacagi
ya da Kaya ve ark. (2002) tarafindan uygulandi gibi
ilave bir premedikan ilacin kullanilmasi gerektigi so-
nucuna varildi.

Tiletamin-zolazepam-xylazin ve ketamin-xylazin kom-
binasyonunun buzagilarda olusturdugu anestezik
etkinin ortaya konmasini amaglayan c¢alismada
(Sindak ve ark., 2003); tiletamin-zolazepam-xylazin
kombinasyonunun, ketamin-xylazin kombinasyonun-
dan daha etkili ve uzun sireli anestezi olusturdugu
belirlenmigtir. Arastirmamizda zolazepam-tiletamin
uygulandu. Ikinci bir premedikan ilag uygulanmadi. Bu
nedenle ideal anestezi sonuglari elde edilemedi. An-
cak zolazepam-tilemanin protokoliinin degisik dozla-
ri arastirma konusu olabilecegi disinuldi. Calisma-
mizda 15 mg/kg dozun kedi ovariohisterektomi ope-
rasyonu igin yeterli olmadigi belirlendi.

Kedilerde tiletamin-zolazepam (15 mg/kg im) ve xyla-
zin-ketamin (2 mg/kg-10 mg/kg) anestezisinin karsi-
lastinldigi arastirmada (Topal, 2000); preanestezik
durum, indiksiyon zamani, induksiyon kalitesi, anal-
jezi, kas gevsemesi, sternal pozisyon ve uyanma
kalitesi yoninden degerlendirme yapilmigtir. Her iki
anestezi protokoliliniin de uygulanmasi gtivenli bulun-
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mus, ancak xylazin-ketamin uygulamasinin tiletamin-
zolazepama gére daha uzun indiksiyon zamani ve
daha az analjezi olusturdugu, 15 mg/kg zolazepam-
tiletamin dozunun kediler igin glvenli bir anestezi
olusturdugu belirlenmigtir. Arastirmamiz da zolaze-
pam-tiletamin 15 mg/kg uygulandi. Sonuglarimiz; 15
mg/kg dozun kediler icin yeterli olmadigini gésterdi.

Kopeklerde medetomidinin 15 mg/kg dozunun klinik
ve hematolojik parametrelere olan etkilerini belirleyen
arastirmada (Akbar ve ark., 2014); medetomidinin
glvenli bir anestezi ve higbir komplikasyon olugsmadi-
g1 belirlenmistir. Calismamizda medetomidin 40 mcg/
kg uygulandi ve guvenli bir anestezi saglandi mede-
tomidin-ketamin grubunda higbir komplikasyon ile
karsilagiimadi. Medetomidinin uygun bir premedikan
ila¢ oldugu gérisine varildi.

Tiletamin ve zolazepam anestezik kombinasyonunun
klinik ve hematolojik degiskenleri tGzerindeki etkisinin
arastinldigi calismada (Spada ve ark., 2015); disuk
doz (10 mg/kg) tiletamin-zolazepam anestezisi kulla-
nilarak saglikl kedilerden maksimum 60 ml kan alin-
masinin dondrler tarafindan iyi tolere edildigi goril-
mustir. Arastirmamizda zolazepam-tiletamin aneste-
zi protokoll 45-60 dakika surecek operasyonlar igin
uygulandi. Cok kisa sireli islemler igin zolazepam-
tiletamin anestezisi uygulanabilecedi ancak uzun
sureli cerrahi prosedirler de bu anestezi protokoli-
nin uygun olamayacag belirlendi. Zolazepam-
tiletamin grubunun 10 no lu olgusunda sadece rad-
yografik ¢ekim yapildi. Bu olguda 15 mg/kg dozun
yeterli oldugu goruldi. Ancak cerrahi prosedurler de
bu dozun yeterli olmadidi belirlendi.

Tiletamin-zolazepam-xylazin-tramadol kombinasyo-
nunun kedilerde biyokimyasal ve hematolojik para-
metrelere olan etkisinin (Li ve ark., 2012); fizyolojik
sinirlar icerisinde kabul edilebilir olarak degerlendiril-
mis ve uygun bir anestezi protokolu oldugu belirlen-
migtir. Arastirmamizdaki zolazepam-tiletamin grubun
da da hematolojik ve biyokimyasal parametreler ista-
tistiksel farkliliklara ragmen fizyolojik sinirlar igerinde
degisiklikler gosterdi. Zolazepam tiletaminin hemato-
lojik ve biyokimyasal parametreleri etkilemedigi belir-
lendi.

Beagle kdpeklerinde medetomidinin nérohormonal ve
metabolik etkilerini, xylazin ile kargilastiran arastirici-
lar (Ambrisko ve Hikasa, 2002); her iki premedikan
ilacin da glukoz dizeyini arttirdigini belirlemigler-
dir. Medetomidinin, glukoz metabolizmasi Uzerindeki
etkisinin, yalnizca alfa 2-adrenoseptér aracili etkilere
bagli olmayabilecegini belirlemislerdir. Calismamizin
medetomidin-ketamin grubunda glikoz 6l¢liimlerinde
0. dakika 6lguim degeri 100.90+8.64 iken medetomin
uygulandiktan sonra 120. dakika Olgiim degerleri
193.67+£19.96 olarak belirlendi. Medetomidinin hi-
perglisemi etkisi oldugu gorildi. Medetomidinin etkisi
gegctikten sonra glikoz seviyesi tekrar disti. Medeto-
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midinin glikoz metabolizmasi uzerine etkili oldugu
belirlendi.

Tiletamin-zolazepam ve tiletamin-zolazepam-xylazin
kombinasyonlarinin anestezik etkilerini kdpekler lize-
rinde degerlendiren arastirmaci (S$indak, 1998); 6l-
¢um sonugclarinin hematolojik ve biyokimyasal kan
parametrelerinde minimal etkiler meydana getirdigini,
ayrica miukemmel kas gevsemesi saglayarak uygun
anestezik kosullar olusturdugunu tespit etmislerdir.
Kopeklerde tiletamin-zolazepam ve tiletamin-
zolazepam-xylazin kombinasyonlarinin pratikte uygu-
lanabilecegi, tiletamin-zolazepam-xylazinin, tiletamin-
zolazepamdan daha etkili ve daha uzun sireli anes-
tezi sagladigi sonucuna ulagsmiglardir. Calismamizda
zolazepam-tiletamin kedilerde uygulandi. ikinci bir
premedikan ila¢ uygulanmadi. Ancak protokolimize
xylazin de eklenseydi daha konforlu bir genel aneste-
zi saglanabilecegi belirlendi.

Kopeklerde medetomidin propofol isofluran anestezi-
sinin hematolojik ve biyokimyasal parametreler tzeri-
ne etkisini belirleyen calismada (Oskay ve Atalan,
2010); propofol uygulandiginda apne olusturmasi
nedeniyle gerekli 6nlemlerin alinmasi gerektigi ve bu
anestezi protokollUnun guvenli bir sekilde kullanilabi-
lecegini bildirmislerdir. Calismamizda; Medetomidin
uygulanan grubun hematolojik ve biyokimyasal para-
metleri fizyolojik sinirlar icerinde etkiledigi goruldu.
Medetomidinin bu 6lgim degerleri Gzerine minumum
diizeyde etkisi oldugu belirlendi.

Sonug¢ olarak; kedilerde medetomidin-ketamin ve
zolazepam-tiletamin anestezilerinin hematolojik ve
biyokimyasal parametrelere minumum dizeyde etki-
ledigi belirlendi. Bu etkilerin referans araliklar igerisin-
de oldugu saptandi. Medetomidin-ketamin anestezisi-
nin zolazepam-tiletamin anestezisine gére daha etkili
bir anestezi olusturdugu belirlendi.
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Hasat Zamaninin Meryemana Dikeninin (Silybum marianum) Kompozisyonuna, Gaz Uretimine,
Metan Uretimine, Sindirimine ve Metabolik Enerjisine Etkisi *
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Atf yapmak igin: Kurt AA, Kamalak A. Hasat zamaninin Meryemana dikeninin (Silybum marianum) kompozisyonuna, gaz
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Ozet: Bu calismanin amaci hasat zamaninin Meryemana dikeninin kompozisyonuna, gaz lretimine, metan Uretimine,
metabolik enerjisine ve organik madde sindirim derecesine etkisini belirlemektir. Calismada elde edilen bulgulara gore,
hasat zamani Meryemana dikeninin kompozisyonunu, gaz Uretimini, metan Uretimini, metabolik enerijisini (ME) ve orga-
nik madde sindirim derecesini (OMSD) 6nemli derecede etkilemistir. Meryemana dikeninin kuru madde (KM), ham kil
(HK), ham protein (HP), ham yagd (HY), nétral deterjan fiber (NDF), asit deterjan fiber (ADF) icerikleri %11.99 ile 43.26,
%12.68 ile 16.56, % 11.11ile 15.77, % 2.47 ile 5.86, % 39.88 ile 60.85 ve % 24.96 ile 44.52 arasinda degismistir. Mer-
yemana dikeninin 24 saatlik fermentasyonu sonucu agiga gikan gaz Uretimi ve metan uretimi 26.36 ile 40.44 ml ve 3.26
ile 5.34 ml arasinda deg@ismistir. Meryemana dikeninin metabolik ener;ji igeridi ve organik madde sindirim derecesi ha-
sat zamanina bagl olarak 7.67 ile 8.70 MJ kg/KM ve %48.87 ile 64.40 arasinda degismistir. Sonug olarak, hasat zama-
ni Meryemana dikeninin besleme degeri tizerinde 6nemli bir faktérdir. Hasat zamaninin ilerlemesiyle birlikte Meryema-
na dikeninin besleme degeri dzellikle HP igerigi, ME ve OMSD diismiistir. in vitro gaz iretim degerleri sonuglarina
gore Meryemana dikeninin anti-metanojenik 6zelligi oldugu bundan dolayi ruminantlarda enterik metan Uretimini azalt-
mak i¢in kullanim potansiyeli oldugu disuniimektedir.

Anahtar kelimeler: Kimyasal kompozisyon, Meryemana dikeni, metabolik enerji, organik madde sindirim derecesi

Effect of Harvest Stage on Chemical Composition, Gas Production, Methane Production, Digestibility and
Metabolisable Energy of Milk Thistle (Silybum marianum)

Summary: The aim of the current experiment was to determine the effect of harvesting stage on the chemical compo-
sition, gas production, methane production, metabolisable energy and organic matter digestibility of milk thistle. Ac-
cording to the findings, harvesting stage significantly affected the chemical composition, gas production, methane pro-
duction, metabolisable energy and organic matter digestibility of milk thistle. Dry matter (DM), crude ash (CA), crude
protein (CP), ether extract (EE), nétral detergent fiber (NDF) and acid detergent fiber (ADF) contents of milk thistle hay
ranged from 11.99 to 43.26%, 12.68 to 16.56 %, 11.11 to 15.77 %, 2.47 to 5.86 %, 39.88 to 60.85% and 24.96 to
44 .52% respectively. Gas production and methane production at 24 ranged from 26.36 to 40.44 ml and 3.26 to 5.34 ml
respectively. Metabolisable energy and organic matter digestibility of milk thistle hay ranged from 7.67 to 8.70 MJ kg/
KM and 48.87 to 64.40% respectively. As a conclusion, harvesting stage is an important factor on the nutritive value of
milk thistle hay. Nutritive value especially crude protein, metabolisable energy and organic matter digestibility of milk
thistle hay decreased with advancing maturity. Based on the in vitro gas production date, it was considered that milk
thistle has a potential to mitigate the enteric methane production

Key words: Chemical composition, metabolisable energy, milk thistle, organic matter digestibility

fonksiyonunu etkin bir sekilde yerine getirememekte
buna bagli olarak bazi metabolik bozuklar kendini
gOstermektedir. Diinyanin birgok bdlgesinde oldugu
gibi Gilkemizde de zaman zaman kuraklik veya baska

Giris

Ruminant rasyonlarinin énemli bir kismini olusturan
kaba yemler, hayvanlara enerji, protein ve mineral

saglamanin yaninda dolgu maddesi olarak da énemli
gorevler Ustlenmektedir. Rumende yemlerin fermen-
tasyonunu saglayan bakteriler, funguslar, protozoalar
ve arkealar arasindaki dengenin korunmasi kaba
yemlerin mevcudiyetine baghdir. Rasyonda yeterli
miktarda kaba yemin olmadigi durumlarda, rumen
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*Bu ¢aligma “Hasat Zamaninin Meryem Ana Dikenin (Silybum maria-
num) Kompozisyonuna, in Vitro Gaz Uretimine ve Metan Uretimine
Etkisi” adli yiuksek lisans tezinden uretilmigtir.

nedenlerden dolayl kaba yem tedarik sorunu ortaya
¢cikmakta olup, bu durum ekonomik anlamda hayvan-
sal uretimi etkilemektedir. Kaba yem temin sorununu
¢6zmek icin yurt disindan kaba yem ithal edildigi d6-
nemler dahi olabilmektedir. Bu durum hayvansal
Uretim maliyetini énemli derecede ylikseltmektedir.
Oysa ulkemizin bir gok boélgesinde yer alan marjinal
alanlarda yetisen, hayvanlarin direk olarak otlayama-
dig! dikenlerin dahi ruminantlarin kaba yem ihtiyacini
karsilamak icin kullanilabilecegi yapilan 6n calisma-
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larda gériilmektedir (Kamalak ve ark., 2005; Ozinan
ve ark., 2017). Yol kenarlari ile bos arazilerde yetisen
ve 1-2 m kadar boylanabilen Meryemana dikeninin
(Silybum marianum) uygun zamanda hasat edildigin-
de, ruminantlarin kaba yem ihtiyacini kargilamak igin
kullanilabilecegi bildiriimigtir (Malayoglu ve ark.,
2016; Nikzad ve ark., 2017; Ozinan ve ark., 2017).

Bu g¢alismanin, amaci hasat zamaninin Meryemana
dikenin kompozisyonuna, gaz uretimine, metan Ureti-
mine, metabolik enerjisine ve organik madde sindirim
derecesine etkisini Wende analizi ve Hohenheim gaz
uretim teknigini kullanarak belirlemektir.

Gereg ve Yontem

Ciceklenme Oncesi, ciceklenme ve tohum baglama
dénemlerinde 10 farkli Meryemana dikeni hasat edi-
lerek laboratuvara getirilmis ve kurutulmustur. Daha
sonra 6rnekler 1 mm elekten gececek sekilde dgutu-
lerek analizler igin hazir hale getirilmistir. Orneklerin
kuru madde, ham kuil, ham protein ve ham yag icerik-
leri Ug tekerrlrli olarak AOAC (1990) yontemiyle
belifenmistir. Orneklerin ADF ve NDF icerikleri ise
Van Soest ve ark. (1991) yontemiyle belirlenmistir.

Orneklerin gaz lretimleri Hohenheim gaz iretim tek-
nigi kullanilarak belirlenmistir (Menke ve ark., 1979).
Yaklasik 200 mg KM olacak sekilde Meryemana dike-
ni tartilarak 100 ml kapasiteli cam siringalara transfer
edilmistir. Daha sonra tGzerine 30 ml tamponlanmis
rumen sivisi ilave edilerek 39 °C ayarlanmis su ban-
yosuna yerlestirilmistir. Ug farkli dénemde hasat edi-
lerek elde edilen Meryemana dikeni otu 24 saatlik
inkibasyona tabi tutulmustur. Fermentasyon igin
gerekli rumen sivisi % 60 yonca kuru otu ve % 40
kesif yemden olusmus rasyonla beslenen (¢ bas
kanalli kogtan alinmistir. Bitln tnkubasyonlar Uger
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nin ME ve OMSD degerleri Menke ve Steingass
(1988)'In asagida bildirdigi formiller kullanilarak he-
saplanmigtir.

ME (MJ/kg KM) = 24.59 + 0.7984GU + 0.0496HP

OMSD (%) = 1.68 + (0.1418GU) + (0.073HP) +
(0.217HY) — (0.028HK)

GU: Gaz uretimi (ml)
HP: Ham protein (%)
HY: Ham yag (%)
HK: Ham kul (%)
Istatistik analizler

Hasat zamanin Meryemana dikeninin kompozisyonu-
na, gaz Uretimine, metan Uretimine, ME ve OMSD
etkisini belirlemek igin ¢alismadan elde edilen veriler
varyans analizine tabi tutulmus, ortalamalar arasinda-
ki farklar ise Tukey ¢oklu karsilastirma testiyle belir-
lenmistir. Analizler IBM SPSS Statistics 20 Paket
Programi kullaniimistir (IBM Cooperation, Somers,
NY, USA).

Bulgular

Farkli zamanlarda hasat edilen Meryemana dikenin
kompozisyonu Tablo 1’'de verilmistir. Meryemana
dikenin KM igerigi %11.99 ile 43.26 arasinda degis-
mis olup en yliksek KM icerigi tohum baglama déne-
minde hasat edilen Meryemana dikeninde bulunmus-
tur (P<0.001). Meryemana dikenin HK igerigi %12.68
ile 16.56 arasinda degismistir ve en yuksek degeri
ciceklenme 6ncesinde hasat edilen Meryemana dike-
ninde bulunmustur (P<0.001).

Tablo 1. Farkli zamanlarda hasat edilen Meryemana dikenin kompozisyonu

Hasat Zamani

Parametreler Ciceklenme Ciceklenme
oncesi
KM 11.99° 19.63°
HK 16.562 14.24°
HP 15.77° 11.79°
HY 2.47° 2.84°
NDF 39.88° 54.84°
ADF 24.96° 36.58°

Tohum SHO P

baglama
43.26° 0.883 <0.001
12.68° 0.477 <0.001
11.11° 0.345 <0.001
5.86° 0.066 <0.001
60.852 0.467 <0.001
44 528 0.630 <0.001

abe Ayn satirda yer alan farkli simgeye sahip ortalamalar birbirinden farklidir, SHO= standart hata ortalamasi, KM; kuru mad-
de (%), HK: Ham kdl (%), HP: Ham protein (%), HY: Ham yag (%), NDF: Nétral deterjan fiber (%), ADF: asit deterjan fiber(%).

tekerrtrll olarak yapilmistir. Fermantasyon tamam-
landiktan sonra gaz dlgiim degerleri dlgllerek kayde-
dilmigtir. Meryemana dikeninin fermantasyon sirasin-
da agiga cikan gazin metan igerigi Infrared Metan
Analiz cihaziyla (Sensor Europe GmbH, Erkrath, Ger-
many) belirlenmistir (Goel, 2008). Meryemana dikeni-

117

Meryemana dikenin HP iceridi % 11.11 ile 15.77 ara-
sinda olup en yuksek HP icerigi ciceklenme 6ncesin-
de hasat edilen Meryemana dikeninde bulunmustur
(P<0.001). HY igerigi Meryemana dikeninde % 2.47
ile 5.86 arasinda degismis olup en ylksek degeri
tohum baglama doéneminde hasat edilen 6rnekler
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gOstermistir (P<0.001). NDF igerigi % 39.88 ile 60.85
arasinda olup en ylksek degdere tohum baglama do-
neminde hasat edilen O&rnekler sahip olmustur
(P<0.001). ADF igerigi % 24.96 ile 44.52 arasinda
dedismis ve en yuksek ADF icerigi tohum baglama
doneminde hasat edilen &rneklerde bulunmustur
(P<0.001).

Farkli zamanlarda hasat edilen Meryemana dikenin
gaz Uretimi, metan uretimi, ME ve OMSD Tablo 2’de
verilmigtir. Hasat zamani Meryemana dikenin gaz
Uretimi, metan Uretimi, ME ve OMSD’ni 6nemli dere-
cede etkilemistir (P<0.001).

Adem KAMALAK

parametredir. Rumenin normal bir fonksiyon goster-
mesi icin kullanilan yemin HP iceriginin KM bazinda
%7-8 olmasi gerektigi bildiriimistir (Van Soest, 1994).
Tablo 1'den de gorildigi gibi bu calismaya konu
olan uU¢ dénemde hasat edilen Meryemana dikenin
protein igerigi rumenin minimum ihtiyacini kargilaya-
cak seviyenin uzerinde protein igerigine sahiptir.

Diger taraftan hasat zamanin ilerlemesiyle birlikte
Meryemana dikeninin NDF ve ADF gibi hiicre duvari
unsurlarinda énemli artislar oldugu bildiriimistir. Daha
onceki yapilan ¢alismalarda benzer sonuglar bulun-
mustur (Canbolat, 2012; Kamalak ve ark., 2011; Ka-

Tablo 2. Farkl zamanlarda hasat edilen Meryemana dikenin gaz uretimi, metan Uretimi, metabolik enerji ve or-

ganik madde sindirim derecesi

Hasat Zamani

Parametreler Ciceklenme Ciceklenme
oncesi
Gaz(ml) 40.442 36.12°
Metan (ml) 5.34° 4.56°
Metan(%) 13.20° 12.63%
ME 8.70° 8.07°
OMSD 64.40° 58.26°

Tohum bagla- SHO P
ma
26.36° 0.770 <0.001
3.26° 0.098 <0.001
12.38° 0.233 <0.001
7.67° 0.099 <0.001
48.87° 0.711 <0.001

@b Ayni satirda yer alan farkli simgeye sahip ortalamalar birbirinden farklidir, SHO= standart hata ortalamasi, ME: metabolik

enerji (MJ kg KM), OMSD: Organik madde sindirim derecesi (%).

Meryemana dikenin 24 saatlik fermentasyonu sonucu
aciga ¢ikan gaz miktan 26.36 ile 40.44 ml, metan
uretimi 3.26 ile 5.34 ml arasinda degismistir. En yuk-
sek gaz ve metan Uretimi ciceklenme &éncesi hasat
edilen Meryemana dikeninde bulunmustur (P<0.001).
Meryemana dikeninin ME icerigi hasat zamanina
bagli olarak 7.67 ile 8.70 MJ kg/KM arasinda degis-
mis olup en yuksek deger ciceklenme éncesi donem-
de gorllmustir. Hasat zamaninin ilerlemesiyle birlikte
Meryemana dikeninin metabolik enerji igerigi dis-
mistir. Meryemana dikeninin OMSD’si hasat zama-
nina bagli olarak %48.87 ile 64.40 arasinda degismis
olup en yiksek degere ciceklenme déneminde sahip
olmus ve hasat zamaninin ilerlemesiyle birlikte Mer-
yemana dikeninin OMSD’si diusmustur (P<0.001).

Tartisma ve Sonug

Hasat zamani Meryemana dikeninin sadece kompo-
zisyonunu etkilemekle kalmamis ayni zamanda gaz
Uretimi, metan Uretimi, ME ve OMSD’ni 6nemli dere-
cede etkilemistir (P<0.001). Yabani korunga ve
Polyganum aviculare otlariyla yapilan c¢alismalarda
hasat zamaninin ilerlemesiyle birlikte HK iceriginin
dustuga bildirilmistir (Kamalak 2010; Kaplan ve ark.,
2014). Hasat zamanin ilerlemesiyle birlikte otun HK
icerigi ve HP icerigi azalmistir. Yapilan birgok arastir-
mada hasat zamaninin ilerlemesiyle birlikte HP iceri-
ginde azalma teyit edilmistir (Canbolat, 2012; Kama-
lak ve ark., 2011; Kamalak ve Canbolat 2010; Kaplan
ve ark., 2014; Kaplan ve ark, 2016; Kara ve ark.
2018; Uke ve ark., 2017). Elde edilen kaba yemlerin
HP igerigi yemlerin kalitesini belileyen 6nemli bir

malak ve Canbolat 2010; Kaplan ve ark., 2014; Kap-
lan ve ark, 2016; Kara ve ark. 2018; Uke ve ark.,
2017). Kisaca hasat zamanin ilerlemesiyle birlikte
Meryemana dikeninin KM, HY, NDF ve ADF igerigi
o6nemli derecede artmasina ragmen HK ve HP igeri-
ginde 6nemli derecede azalma olmustur. Bilindigi gibi
kaba yemlerde bol miktarda bulunana NDF ve ADF
icerikleri yemin tlketimini ve sindirimini etkileyen
onemli bir unsurdur. Hiicre duvarini olusturan bu un-
surlarin artmasiyla birlikte yemin tiketimi ve sindirimi
dismektedir. Dolayisiyla hasat zamaninin ilerlemesi
yemin besleme degerini disirmektedir.

Tablo 2’de goruldugi gibi, hasat zamanin ilerlemesiy-
le birlikte Meryemana dikeninin gaz uretimi, metan
Uretimi, metabolik enerji ve organik madde sindirim
derecesini onemli derecede dismustir. Gaz ve me-
tan Uretiminde azaligin sebebi fermente olabilen yem
miktariyla iligkilidir. Yem igerisinde fermente olabilen
substrat ne kadar fazla ise o kadar fazla gaz ve me-
tan uretimi olusmaktadir. Gaz ve metan olusumu
yemlerde bulunan karbonhidratlarin fermentasyonu
sonucu olugmakta, yag ve proteinlerin fermentasyonu
sonucu olugsan gaz ve metan miktar ise oldukga di-
suktur (Makkar, 2004). Genel olarak yavas fermente
olan NDF ve ADF gibi hiicre duvari unsurlarin yem
icerisinde artmasiyla birlikte gaz ve metan Uretiminde
azalmalar ¢ok belirgin hale gelmektedir. Bu ylzden
bu calismada gaz ve metan Uretiminde meydana
gelen azalma beklenen bir sonug¢ olup direk olarak
fermente olan substrat miktarinin NDF ve ADF igeri-
ginin artmasiyla birlikte azaldigi disindlmektedir.
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Ayrica gaz Uretimindeki dususin bir kismindan, hasat
zamaninin ilerlemesiyle birlikte artan yagdan kaynak-
lanmis olabilir. Daha énceki yapilan in vitro galisma-
larda rasyonun yag icerigi ile Uretilen gaz arasinda
negatif bir iliskinin oldugu bildirilmistir ((Canbolat,
2012; Kamalak ve ark., 2011; Kamalak ve Canbolat
2010; Kaplan ve ark., 2014; Kaplan ve ark, 2016;
Kara ve ark. 2018; Uke ve ark., 2017). Unutulmamali-
dir ki yemlerin fermentasyonunu olumsuz etkileyen
tanen, saponin ve esansiyel yaglar gibi bazi anti-
besinsel faktorler mevcut olduju ve gaz ve metan
Uretimini azalttigi bildirilmistir (Jayanegara ve ark.,
2014; Patra ve Yu, 2012). Hasat zamaninin ilerleme-
siyle birlikte Meryemana dikeninin metabolik eneriji
icerigi ve organik madde sindirim derecesi dismus-
tlr. S6z konusu parametrelerdeki azalmanin NDF ve
ADF igeriginin hasat zamana bagh olarak artisindan
kaynaklandigi dustndlmektedir.

Bu calismada belilenen metan igerigi %12.38 ile
13.20 arasinda degismistir ve bu deger yonca gibi bir
kaba yemin metan ylizdesiyle (%16-18) karsilastiril-
diginda oldukga disik goézikmektedir. Baska bir
ifadeyle yoncayla ikamesi durumunda daha az ente-
rik metan Uretimin olabilecedi yani anti-metanojenik
Ozelligi olabilecegi dugtnulmektedir. Bu anti metano-
jenik dzelliginin kesin olup olmadigi in vivo deneme-
lerle test edilmesi gereklidir.

Sonug olarak, hasat zamani, Meryemana dikeninin
besleme degeri lizerinde 6nemli bir faktdrdir. Hasat
zamaninin ilerlemesiyle birlikte Meryemana dikeninin
besleme degeri 6zellikle HP igerigi, ME ve OMSD
dismastir. Meryemana dikeni uygun zamanda hasat
edildiginde ruminantlarin besin madde ihtiyacini kar-
silamak i¢in énemli bir potansiyele sahip oldugu go6-
ziikmektedir. Bununla birlikte genis bir uygulamaya
gecilmeden in vivo besi denemeleri yapilarak hayvan-
lar Uzerinde muhtemel etkilerin belirlenmesi gerek-
mektedir. in vitro gaz sonuglarina gére Meryemana
dikeninin anti-metanojenik 6zelliginden dolay! rumi-
nantlarda enterik metan Uretimini azaltmak igin kulla-
nim potansiyeli oldugu disunulmektedir.

Mevcut calismada Meryemana dikeninde bulunan
olasI anti besinsel faktorlerin analizi yapilmadigindan,
s6z konusu unsurlarin gaz ve metan uretimine ne
kadar etkisinin oldugunu kesin sdylemek mimkin
degildir. Bunun i¢in daha fazla arastirmalara ihtiyac
oldugu asikardir.
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Ozet: Bu calismada Kayseri'deki mezbahanelerde kesilen sigirlara ait et, karaciger ve bdbrek érneklerinde, zeranol
kalinti seviyelerinin Enzyme-Linked immune Sorbent Assay (ELISA) yéntemi ile arastiriimasi amaglandi. Bu amagla,
Kayseri ilindeki sigir kesimi yapilan birinci sinif tg¢ farkli mezbaha Ekim-Aralik 2018 tarihlerinde, 1 ay periyodik
araliklarla, Gger kere ziyaret edildi. Her ziyarette her bir mezbahadan rastgele segilen hayvanlara ait 20 karaciger, 20
bdbrek ve 20 et 6rnegdi alinarak toplamda 180 drnek materyal olarak kullanildi. Bu ¢alismada, analiz edilen sigir doku
orneklerinden 23 bdbrek (%38.3), 20 karaciger (%33.3) ve 17 (%28.3) et drneginde zeranol kalintisi tespit edildi. Sigir
bdbrek, karaciger ve et orneklerinde kalinti miktari sirasiyla; 50.23 - 1120.61 ppt, 38.94-1057.96 ppt ve 32.29-1195.8
ppt arasinda tespit edildi. Analiz edilen 6rneklerdeki zeranol kalintisi Kodeks Alimentarius’ta belirtilen yasal limitin altin-
da idi. Sonug olarak, analiz edilen érneklerdeki zeranol kalinti miktarlari diisiik bulunmus olsa da zeranol igeren et ti-
ketiminin halk saglidi acisindan risk olusturabilece@i nedeniyle, gida guivenligi kapsaminda bu kimyasalin periyodik
olarak izlenmesi gerektigi ortaya kondu.

Anahtar kelimeler: Bobrek, ELISA, et, karaciger, zeranol

Investigation of Zeranol Residue in Meat of Cattle and Internal Organs

Summary: In this study, it was aimed to investigate the levels of zeranol residue in the meat, liver and kidney samples
of cattle slaughtered in slaughterhouses in Kayseri by Enzyme-Linked Immune Sorbent Assay (ELISA) method. For
this purpose, three different first class slaughterhouses where cattle were slaughtered in Kayseri province were visited
three times in October-December 2018 at 1-month periodic intervals. At each visit, 20 liver, 20 kidney and 20 meat
samples belonging to the animals randomly selected from each slaughterhouse were taken and a total of 180 sample
materials were used. In this study, zeranol residues were detected in 23 kidney (38.3%), 20 liver (33.3%) and 17
(28.3%) meat samples from the analyzed bovine tissue samples. The residual amount in beef kidney, liver and meat
samples were detected between 50.23 - 1120.61 ppt, 38.94-1057.96 ppt and 32.29 - 1195.8 ppt, respectively. The
zeranol residue in the analyzed samples was below the legal limit specified in Kodeks Alimentarius. In conclusion, alt-
hough the amount of zeranol residues in the analyzed samples are low, it was concluded that consuming meat contai-
ning these residues may pose a risk to public healththerefore, this chemical should be monitored periodically as a food
safety measure.

Key words: ELISA, kidney, liver, meat, zeranol

Girig kullaniimasiyla birlikte bu bilesiklerin tiketicilerin me-
tabolizmasinda olusturdugu etkiler arastirma konusu

Dinyada hizla artan nifus, gida ihtiyacinin kargilana- olmustur (Kayaalp, 1990; Kaya, 1991). Sonugta be-

bilmesi icin énemli bir sorun haline gelmistir. Ozellikle
hayvansal gidalarin gunlik diyetle yeterli miktarda
alinmamasi gesitli hastaliklara ve gelisme bozuklukla-
rina neden olabilmektedir. Hayvansal gidada artan
talebi karsilamak icin hayvanlarin besi durumu ve
verimlerinin en ekonomik sekilde artiriimasi gindeme
gelmistir. Ozellikle sigir yetistiriciliginde agirlik artisi,
yemden maksimum diizeyde faydalanabilme, yag
dokunun olabildigince azaltilmasi ve kas dokunun
artinlmasi gibi amaglarla anabolik maddeler kullanil-
maya baslanmistir. Anabolik maddelerin ticari olarak
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sinlerde bulunan bazi anabolik madde kalintilarinin,
cesitli doku ve organlarda hasarlara, genotoksik ve
karsinojenik etkilere, cinsiyet 6zellikleri ve davranis
degisikliklerine, ireme bozukluklarina neden olabildi-
gi ortaya konmustur (Daxenberger ve ark., 2000;
Botsoglou, 2000; Kaya ve Unsal, 2002). Hormonal
sistem basta olmak (izere sinir sistemi, deri, kemikler
ve tiim organlarin anabolik maddelerden etkilenebildi-
gi; sentetik analoglarin koroner kalp hastaliklari, pep-
tik Ulserler ve timoral olusumlara neden olabildigi
belirlenmistir (Awaya ve ark., 1998; Ergun, 2000;
Meyer ve ark., 1991). Ozellikle kadinlarda et tiiketi-
mindeki hormon maruziyetine iliskin kanser riskinin
artmasi, 6nemli bir saglik riski olarak 6n plana ¢ik-
maktadir. Et tlketimi yoluyla anabolik maddelere
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maruz kalmanin insan saghgi yéniinden olusturdugu
riskler g6z 6nune alindiginda tiketime sunulan hay-
vansal gidalarda bu maddelerin tespiti 6nem kazan-
maktadir (Kaya, 1991). Hayvan yetistiriciliginde canli
agirhk artisi amaci ile kullanilan anabolizan madde-
lerden zeranol, hayvansal gidalar aracilidi ile alindi-
ginda insanlarda hormonal, teratojenik, karsinojenik
ve kemikte mineral geligsimi Uzerine olumsuz etkilerin-
den dolayi Tirkiye ve diger birgok Ulkelerde kullanimi
yasaklanmistir (Brambilla, 2000; Doyle, 2000; Terzi,
2005).

Bu galismada, Kayseri'deki mezbahanelerde kesilen
sigirlara ait et ve i¢ organlarda 6strojenik etkili bir
anabolik olan zeranol kalinti dizeylerinin Enzyme-
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi ile
arastirilmasi amaglandi.

Gereg ve Yontem
Ornekleme

Bu calismada, Kayseri ilindeki sigir kesimi yapilan
birinci sinif Gg farkli mezbaha Ekim-Aralik 2018 tarih-
lerinde, 1 ay periyodik araliklarla, Gger kere ziyaret
edildi. Her ziyarette her bir mezbahadan rastgele
segilen hayvanlara ait 20 karaciger, 20 bébrek ve 20
et 6rnedi olmak lzere toplamda 180 6rnek materyal
olarak kullanildi. Toplanan &rnekler soguk zincirde
laboratuvara géturildi ve analizleri yapilincaya kadar
-18°C’de muhafaza edildi.

Oneklerin hazirlanmasi

Orneklerin ekstraksiyon iglemi, kullanilan test kitinde-
ki (RIDASCREEN® Zeranol, Art. No. R3301) et or-
nekleri igin 6nerilen prosediire gore gerceklestirildi.
Mezbahalardan temin edilen et, karaciger ve bobrek-
lerin yagsiz kisimlarindan alinan érnekler iyice parga-
landi. Pargalardan alinan her 1 g érnek tzerine 1 mL
20 mM PBS buffer ilave edildi ve 5 dk vortekslendi.
Elde edilen homojenizata 10 mL tert.- butilmetileter
eklendi ve 30 dk boyunca calkaliyicida (N-Biotek,
Kore) karistirildiktan sonra 10-15° C de 4000 g’de 10
dk santrifij edildi. Daha sonra slpernatant kuruyana
kadar 60° C’ de buharlagtirildi. Kalinti Gzerine 1 mL
kloroform ve 3 mL 1M NaOH ilave edildikten sonra 30
s vortekslenerek 10-15° C de 4000 g'de 10 dk santri-
fuj edildi. NaOH fazi (Ustte kalan sulu tabaka) 250 pl
asetik asit (%96) iceren bagka bir santriflj tlplne

aktarilip 5 mL tertbutilmetileter ile karistirilarak 10-15°

C de 4000 g’de 10 dk santrifij isleminden sonra or-
nekler - 25° C'de yaklasik 60 dakika alt faz donana
kadar beklendi. Stpernatant baska bir santrifiij vidal
kapakli siseye aktarilarak 60 ° C'de uguruldu ve ka-
linti, 2 mL numune seyreltme tamponu iginde ¢6zdi-
rulda.

Ekstraktlarin kolondan gecgirilmesi

Seyreltme tampon ¢ozeltisinde ¢dziindirilen ekstrakt
RIDA C18 kolondan (r-biopharm, Art No: R2002, Al-
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manya) gegcirildi. Bu amagla, 3 mL saf metanol ile
yikanan ve sonrasinda 2 mL metanol/Tris-HCI (pH
8.5, 20/80 v/v) dengelenen kolona 3.5 mL 6rnek
eklendi. Kolon 2 mL metanol/Tris-HCI) ve takiben 3
ml metanol/Tris-HCI (40/60 v/v) ile yikandiktan sonra
icerisindeki sivi pozitif basing ile uzaklastirildi.
Ayristirilan érnek 1mL methanol/distile su (80/20 v/v)
iceren bir tipe aktarilarak ve 60° C’ de dusuk akish
azot gaz altinda evapore edildi. Kurutulan kalinti 1
mL érnek tampon ¢ozeltisinde ¢ézundurildi.

ELISA prosediirii

Mikrotitre plakasindaki her bir kuyucuga 100 uL sey-
reltiimis antikor eklenerek oda sicakliginda 30 dk
inkiibe edildi. inkubasyon sonrasinda, pleytler 250 uL
yikama tampon (Fosfat tampon ¢ozeltisi-Tween, PBS
-tween) ile 3 kez kuyucuklar yikandi. Zeranol standart
solusyon ve hazirlanan érneklerden 20’ser uL alina-
rak her biri ayri kuyucuklara eklenerek tzerlerine 100
uL seyreltilmis konjugat ilave edildi ve 22 °C’de 30 dk
inkubasyondan sonra 3 kere yikandi. Yikama iglemini
takiben, her bir kuyucuga 100 pL substrat/kromojen
eklenerek oda sicakliinda 15 dk inklibe edildi.
inkiibasyon siiresi sonunda, her bir kuyucuga 100 plL
stop sollisyon eklenerek ELISA otomatik okuyucuda
(Thermo, Finlandiya) 450 nm’de okutularak elde
edilen absorbanslar kaydedildi.

Calismada o&rneklerin zeranol kalinti dizeylerinin
hesaplanmasinda, RIDA SOFT Win (Art no:Z9996)
Programi  kullanildi.  Zeranol  kalinti  miktari
hesaplanirken kalibrasyon egrisi Uzerinden elde
edilen konsantrasyonlar, 2 olarak belirlenen dilusyon
faktorl ile carpildi.

Bulgular

Calismada, ELISA analizinde, zeranol kalinti dizey-
lerinin belirlenmesi amaci ile kullanilan standartlarin
absorbans degerleri Tablo 1'de kalibrasyon egrisi ise
Sekil 1°’de belirtildi.

Zeranol
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Sekil 1. Zeranol analizi igin ELISA ‘da kalibrasyon
egrisi (0-8.100 ppt)
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Tablo 1. Zeranol tespit analizinde kullanilan standartlarin absorbans degerlerine gore elde edilen referans

araliklar
Konsantrasyonlari  Ortalama Absor- % Standart o o

Standart (nglL) bans degeri Sapma (SS) % CV 7 BiB0
1 0.0 2.0798 0.009 1.6 100.00
2 100.0 1.7069 0.008 1.2 82.07
3 300.0 1.261 0.009 1.4 60.63
4 900.0 0.9772 0.008 2.0 46.99
5 2700.0 0.6852 0.009 9.2 32.95
6 8100.0 0.4936 0.006 2.0 23.73

CV: coefficient of variability, % B/BO: % Standart ya da 6rnegin absorbansi /Standart, ‘in absorbansi

Analiz edilen 60 et 6rneginin 17’sinde (%28.3), 60
karaciger 6rneginin 20’sinde (%33.3) ve 60 bobrek
orneginin 23’Gnde (%38.3) zeranol kalintisi tespit
edildi. Et Orneklerindeki zeranol kalinti dizeyleri;
32.29-1195.8 ppt, karaciger orneklerinde 38.94-
1057.96 ppt, ve bobrek orneklerinde ise 50.23 —
1120.61 ppt diizeylerinde saptandi. Calismada, ana-
liz edilen karaciger, bdbrek ve et drneklerindeki zera-
nol kalinti duzeyleri dagilmlari ile yuzdeleri Tablo
2'de belirtildi.

kullaniminin yasak oldugu bildirilmektedir (Anonim
2019).

Bu calismada sigir et orneklerinin 17(%28.3)'sinde
5032.29 -1195.8 ppt duzeylerinde zeranol kalintisi
belirlendi. Benzer sekilde, Orug ve ark., (2007) analiz
ettikleri 81 sigir eti 6rneginin 2'sinde 456.7 ng/kg ve
1501.3 ng/kg araliginda, Sevik ve Ayaz (2017) 200
adet sigir eti 6érneginde 100.94 ppt ile 614.06 ppt
arasinda ve Sever ve ark. (2012) ise 51 et drneginin

Tablo 2. Calisilan sigir doku 6érneklerinde zeranol kalinti diizeyleri (%)

CA’a gore
Ornek Tespit edilen diizey (ppt)/ (%) maksimum TGK
limit (ug/kg)
<100 101-200 201-300 301-500 >500
Et (n=60) 13 (21.6) 3(5) - - 1(1.6) 2 Bulunmamal
Karaciger (n=60) 11 (18.3) 6 (10) 1(1.6) 1(1.6) 1(1.6) 10 Bulunmamali
Bobrek (n=60) 8 (13.3) 6 (10) 3(5) 4 (6.6) 2(3.3) - Bulunmamal

CA: Codex Alimentarius, TGK: Tlrk Gida Kodeksi

Calismada incelenen o6rneklerdeki zeranol kalinti
dizeylerininCodex Alimentarius’ta sigir dokulari igin
belirtilen maksimum kalinti limitin altinda oldugu
tespit edildi. Bobrek ornekleri igin ise herhangi bir
limit belirtimemistir (Tablo 1). Turk Gida Kodeksi,
“Gida Degeri Olan Hayvanlara Uygulanmasi
Yasaklanan ve Belli Sartlara Baglanan Hormon ve
Benzeri Maddeler Hakkinda Tebli§™'ne gore ise, ze-
ranol anabolik etki amaciyla uygulanmasi yasak mad-
deler igerisinde bulunmamaktadir.

Tartisma ve Sonug

Bu calismada, daha énce yapilan baz arastirmalarda
da (Mor ve ark., 2011; Nazl ve ark., 2005; Orug ve
ark., 2007; Sevik ve Ayaz, 2017; Uzunov ve ark.,
2013) kullanilan ELISA teknigi ile Kayseri ilindeki
mezbahalarda kesilen sigir doku &érneklerindeki ze-
ranol kalinti dizeylerinin halk saghgi agisindan énemi
degerlendirildi. Kodeks Alimentarius'ta (Anonim,
1996) zeranol’lin glnlik kalinti miktarinin insan gida-
lari icin 0.5 ppb’yi, sigir karkasinda 2ppb’yi ve sigir
karacigerinde 10 ppb’yi gecmemesi gerektidi bild-
iriimistir. Gida degeri olan hayvanlara uygulanmasi
yasaklanan ve belli sartlara baglanan hormon ve ben-
zeri maddeler hakkindaki teblig’de ise zeranol

%29.3’'unda 200-694 ng/kg arasinda zeranol kalintisi
bulundugunu, bulunan miktarlarin bildirilen tolerans
dizeyinin asagisinda oldugunu rapor etmislerdir.
Nazli ve ark. (2005) bu calismadan farkli olarak,
analiz ettikleri 60 et ve et iriini 6rneginin tamaminda
zeranol kalintisi belirlemis ve 9 (%15) Ornekteki
kalinti miktarinin 2pg/kg’in tGzerinde oldugunu vurgu-
lamiglardir.

Akilli (1996) inceledigi 300 sigir etinin 5 (%1.7)'inde
39.73-279.8 ng/kg diizeylerinde, Kart ve ark. (2008)
ise analiz ettikleri 70 et 6rneginin 4 (%5.72)'Ginde 100
-110 ng/kg duzeylerinde zeranol kalintisi bildirmisler-
dir. Uzunov ve ark. (2013) Makedonya’nin 11 farkh
sehrinden topladiklari 86 et érneginde zeranol kalinti
dizeylerinin ilgili Ulkenin yasal sinirlarinin altinda
oldugu rapor etmiglerdir.. Yine, Mor ve ark. (2011)
analiz ettikleri et 6rneklerinin 11 (%36.6)inde 102-
433 ng/kg diizeyinde zeranol kalintisi tespit ettiklerini
rapor etmislerdir. Arastirmacilarin (Akilli, 1996; Kart
ve ark., 2008) rapor ettikleri kalinti diizeyleri bu calig-
ma sonuglari ile kiyaslandiginda nispeten disik bu-
lunmustur..

Ote yandan Misirda Sadek ve ark.(1998) tarafindan
gerceklestirilen bir calismada analiz edilen et 6rnekle-
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rinde zeranol kalintisina rastlaniimadigi belirtiimekte-
dir.

Bu galismada, 23 bobrek (%38.3) ve 20 karaciger (%
33.3) 6rneginde sirasiyla; 50.23 - 1120.61 ppt, 38.94
-1057.96 ppt dizeylerinde zeranol kalintisi tespit
edildi. Benzer sekilde, Nazli ve ark. (2005) analiz
ettikleri 30 sakatat numunesinin tamaminda 0.01-
6.00 pg/kg araliginda, Ozkurt ve ark. (2007) 19 dana
karaciger 6rneg@inin 8 (%42)inde 30-80 ng/kg, 19
bébrek 6rnegdinin ise 1 (%5.2)'inde 10 ng/kg diizeyle-
rinde ve Liman ve ark (2005) ise, 84 bobrek érneginin
5 (%5.95)'inde 300-500 ng/kg arasinda zeranol bu-
lundugunu rapor etmislerdir. Yine, Mor ve ark. (2011)
inceledikleri karaciger 6rneklerinin (%96.6)’'unda 101-
358 ng/kg diizeyinde; bébrek drneklerinin tamaminda
104-366 ng/kg dlizeyinde zeranol kalintisi tespit ettik-
lerini bildirmislerdir.

Daha 6nce yapilan g¢alismalarla (Nazh ve ark., 2005;
Akilli, 1996; Kart ve ark., 2008; Liman ve ark., 2005;
Ozkurt ve ark., 2007) bu galisma sonuglari arasindaki
farkhhklar; drnekleme, 6rnek sayisi, numunenin temin
edildigi hayvanlar ve farkli ekstraksiyon metodlarin-
dan kaynaklanabilir. Anabolik ajanlarin yasadisi kulla-
niminda, varhgini belirlemek zordur, nitekim verilen
anabolik ajanlarin miktari, formilasyonu, suresi, me-
todu ve uygulama alani bilinmemektedir.

Turk Gida Kodeksinde (Anonim, 2019) zeranolin
hayvanlara uygulanmasinin yasak oldugu belirtildigi
halde, bu g¢alismada analiz edilen érneklerin yarisin-
da tespit edilebilir dizeyde zeranol bulunmasi; besi
sigirlarinda zeranol’iin belli oranlarda kullanildigini ve
bu hayvanlardan elde edilen Urlinlerin tiiketime sunul-
dugunu gostermektedir. Bu durum halk sagihgi riski
olusturabilir. Bu g¢alisma ve daha 6nceki yapilan ca-
lismalardan (Liman ve ark., 2005; Mor ve ark., 2011;
Nazli ve ark., 2005; Ozkurt ve ark., 2007; Sever ve
ark., 2012) elde edilen veriler, Turkiye'de halen ana-
bolik ajanlarin kullanildigini disindirmektedir.

Sonug olarak; bu calismada Kayseri'den toplanan
sigir doku ornekleri (karaciger, bobrek ve et) tizerinde
yapillan analizler sonucunda Turk Gida Kodeksi,
“Gida Degeri Olan Hayvanlara Uygulanmasi Yasakla-
nan ve Belli Sartlara Baglanan Hormon Ve Benzeri
Maddeler Hakkinda Tebligi” nde yasak olmasina rag-
men orneklerin belirli dizeylerde zeranol kalintisi
icerdigi tespit edildi. Zeranol kalinti miktarlan disik
bulunmus olsa da bu kalintilari igeren et tiketiminin
halk sagligi agisindan risk olusturabilecegi kanisina
varildi. Et ve hayvanl kaynakli diger gidalarda bulu-
nan anabolik madde kalintilarinin, tiketici saghgi
Uzerinde olumsuz etkiler yaratabileceg@i gida glvenligi
otoritelerinin yaptiklari epidemiyolojik calismalar ile
ortaya konmustur. Hayvancilikta gesitli amaglar igin
kullanilan anabolik ajanlar kalinti birakma egiliminde-
dir. Bu nedenle, gida lretiminde kullanilan hayvanla-
rin idrar veya diskida ve kesimden sonra dokularda
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hassas yontemlerle periyodik anabolizan kontrolleri-
nin duzenli olarak gerceklestiriimesi, halk saghgi aci-
sindan kritik bir neme sahiptir.
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Ozet: Endiistride yaygin bir sekilde kullanilan nanopartikiiller (NP’ler) grafen ve kitosan gibi maddelerle modifiye edile-
rek hidrofilitesi ve oksidasyon kapasitesinin artmasi yonuyle yeni 6zellikler kazanabilmektedir. Bu ¢calismada Syzygium
aromaticum 6zutl ile AQNP sentezinden farkl olarak, glimus grafen oksit nanokompozitler (Ag@GO NK) sentezlene-
rek karakterizasyonu degerlendirilmistir. Elde edilen Ag@GO NK’nin Staphylococcus aureus turiine kargi antimikrobi-
yal aktivitesi test edilmistir. Karakterizasyon galismalari sonucunda, S. aromaticum tabanli Ag NP’lerin kisa sireli stabi-
liteye sahip oldugu (-16.1 mV) belirlenmistir. Dinamik 151k sacilimi (DLS) analizi ile NP’lerin yaklasik 327 nm etkin ¢capa
sahip oldugu tespit edilmistir. Sirayla X Isinlari Toz Difraksiyon (XRD) ve Fourier Donlsimlu Kizilotesi Spektroskopisi
(FT-IR) analizi ile NP’lerin kristal yapisi ve NP sentezinde islevsel 6zellige sahip fonksiyonel gruplarin varligi gosteril-
mistir. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile Ag@GO NK’lerin morfolojileri incelenmistir. Ag@GO NK'lerin S. aureus
susuna karsi antimikrobiyal 6zellie sahip oldugu bildirilmistir. Calisma, S. aromaticum tomurcuk 6ziti ile Ag@GO
NK’lerin bioysentezi ve antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi agisindan 6zgiin ve yenilikgidir. Calismada elde edilen
verilerin NP’lerin modifiye edilerek biyomedikal caligmalara i1sik tutacagdi diginulmektedir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, biyolojik sentez, gimis@grafen oksit

Biosynthesis of Silver@Graphene Oxide Nanocomposite and Determination of It’s Antimicrobial Activity
Abstract: Nanoparticles (NPs), which are widely used in the industry, can be modified with materials such as graphene
and chitosan to gain new properties in terms of their hydrophilicity and oxidation capacity. In this study, unlike Ag NP
synthesis via Syzygium aromaticum extract, silver graphene oxide nanocomposites (Ag@GO NC) were synthesized
different from Ag NP synthesis via Syzygium aromaticum extract and characterized. The antimicrobial activity of
Ag@GO NC against to Staphylococcus aureus was tested. As a result of characterization studies, S. aromaticum ba-
sed Ag NPs have short-term stability (-16.1 mV). Dynamic light scattering (DLS) analysis showed effective diameter of
NPs is approximately 327 nm. X-Ray Diffraction (XRD) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) analysis
showed that the crystalinity of NPs and the presence of functional groups in NP synthesis process, respectively.
Ag@GO NCs were recorded by Scanning Electron Microscopy (SEM). Ag@GO NCs have been reported to have anti-
microbial properties against S. aureus strain. The study is original and innovative in terms of biosynthesis and determi-
ning the antimicrobial activities of Ag@GO NCs with S. aromaticum bud extract. It is thought that the data obtained in
this study will shed light on the studies in biomedical fields by modifying NPs.

Keywords: Antimicrobial activity, green sytnhesis, silver@graphene oxide

Girig ve mantar gibi) kullaniimasini iceren biyolojik sentez,

ikincil bir kimyasal madde kullaniimamasi ve dolayi-
Nanopartikller (NP) 100 nm'den daha kigik boyuta siyla ikincil bir kimyasal atik olusmamasi, nispeten
sahip olmalari nedeni ile genis ylizey alanlarina sahip kolay ve ucuz olmasi 6zellikleri ile ilgi cekmektedir
olup atom benzeri O&zellikler sergilemektedir (Sintubin ve ark., 2012; Ocsoy ve ark., 2018; Strayer
(Sangeetha ve ark., 2011). Essiz fiziksel ve kimyasal ve ark., 2016; Shi ve ark., 2014). Cesitli metalik
ozellikleri ile bulk formlarindan farkh 6zelliklere sahip- NP’ler end[]striye| olarak potansiye| uygu|ama alanla-
tirler (Ghaedl ve ark., 2015) NP’lerin sentezinde kul- rina Sah|pt|r Gumus (Ag) NP’lerin antikanser’ anti-
lanilan her bir yontem (fiziksel, kimyasal ve biyolojik mikrobiyal, cinko oksit (ZnO) NP’lerin kozmetik ve
yontemler) gesitli avantaj ve dezavantajlara sahiptir. kaplama, palladyum (Pd) NP’lerin biyokatalitik ve
NP’lerin sentezinde indirgeyici ve kaplayici ajan ola- Altin (Au) NP’lerin DNA etiketleme alanlarinda uygu-
rak organik molekdillerin (enzim, polisakkarit, bitki, alg lanabilir oldugu bildirilmistir (Mittal ve ark., 2013).

Rhamnus virgata yaprak 0z(ti ile sentezlenen demir
oksit NP’lerin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye

Gelis Tarihi/Submission Date : 25.02.2020 sahip oldugu, Ruellia tuberosa yaprak 6zitu ile sen-
Kabul Tarihi/Accepted Date  : 09.06.2020
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tezlenen demir oksit NP’lerin kristal viyole boyasina
karsi fotokatalitik aktivite gosterdigi, Dodonaea visco-
sa yaprak 6zitu ile sentezlenen Ag NP’lerin antimik-
robiyal ve antikanser 6zellik sergiledigi belirlenmistir
(Abbasi ve ark., 2019; Vasantharaj ve ark., 2019;
Anandan ve ark., 2019).

Metalik NP’lerden Ag NP, saglik sektoérd, tekstil, sen-
sor ve katalitik alanlarda uygulama o6zelliklerine sa-
hiptir (EI-Nour ve ark., 2010). Yasir ve ark., (2017)
Syngonium podophyllum 6zitl ile sentezledikleri Ag
NP’lerin antikandidal, Behravan ve ark., (2019) Ber-
beris vulgaris 6zutu ile sentezledikleri Ag NP’lerin
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu bildirmisler-
dir. Areca catechu ve Andean Mortifio 6zutl ile sen-
tezlenen Ag NP’lerin metilen mavisi boyasina karsi
katalitik aktivite sergiledigi kaydedilmistir (Vinay ve
Chandrasekhar 2019; Kumar ve ark., 2019).

Daha 6nce S. aromaticum yaprak ve tomurcuk 6zutl
ile sentezlenmis Ag NP’ler ve uygulamalari ile ilgili
¢ok sayida galismalar mevcuttur (Vijayaraghavan ve
ark., 2012; Venugopal ve ark., 2017; Kaur ve ark.,
2013; Rajesh ve ark., 2018; Bansal ve ark., 2018;
Ajitha ve ark., 2019). Bununla birlikte bagka bir ¢alig-
mada S. aromaticum yaprak 6zitl ile sentezlenen
gimiis grafen oksit (Ag@GO) NK'lerin Hg** sensor
ve katalitik etkinligi belirlenmis olup (Sahu ve ark.,
2019), S. aromaticum tomurcuk 6zitu ile Ag@GO NK
sentezine ve antimikrobiyal etkisinin belirlenmesine
yonelik bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu ¢calismada
S. aromaticum tomurcuk 6zitl ile ik kez Ag@GO
NK’ler cevre dostu ydontemle sentezlenerek karakteri-
ze edilmis ve antimikrobiyal aktivitesi izlenmigtir.

Gereg ve Yontem
Ag NP’nin sentezi

NP sentezinde indirgeyici ve kaplayici malzeme ola-
rak kullanilan S. aromaticum ticari aktardan temin
edilmigtir. Distile su ile yikandiktan sonra etiivde 70
°C’de kurutulmus S. aromaticum érneklerinden 10 g
alinmis ve 100 ml distile su igerisinde bir saat sure ile
demlenmistir. Daha sonra Whatman No1 filtre kagidi
ile suzilen 10 ml 6zut, 90 ml AgNO; solusyonu ile
(5x10'3 M) renk degisimi gbézlenene kadar manyetik
karigtiricida kanistirilarak Ag NP’ler elde edilmis ve
GO ile baglanmasi amaciyla kullanilmistir.

Ag@GO NK’nin sentezi

Ag@GO NK sentezi igin 2 ml, 5 mM Ag NP solusyo-
nu ve 2 ml S. aromaticum 6ziti, 0.1 mg/mL (2 ml
GO) ¢ozeltisine eklenerek beherde manyetik karistiri-
ct yardimi ile karigtiriimigtir. GO ile baglanmanin ger-
ceklestirilebilmesi amaciyla iki farkli NaCl c¢ozeltisi
hazirlanmigtir. Karigim esnasinda sollisyonun uzeri-
ne 2,4 ml NaCl (0.09 M) eklenmis ve hemen ardin-
dan 5 ml NaCl (0.29 M) ¢ozeltisi eklenerek karistirma
islemi yaklasik 30 dk devam etmistir. Karistirma isle-
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minin ardindan dolusyon santrifijlenerek (5 dk, 3000
rom) Ag@GO kompozitler elde edilmistir. Sentezle-
nen NK'ler ayni santrifiij kosullarinda distile su ile
yilkanmig ve karakterizasyon galismalarinda kullanil-
mak lzere muhafaza edilmigtir.

Ag@GO NK’nin karakterizasyonu

S. aromaticum 6zitl ile sentezlenen nano yapilarin
karakterizasyon galismalari Erciyes Universitesi Tek-
noloji Arastirma ve Uygulama Merkezi (TAUM) ve
Erciyes Universitesi Nanoteknoloji Arastirma Merke-
zinde (ERNAM) gercgeklestiriimistir. Elde edilen nano
yapilarin etkin ¢gapi Dinamik Isik Sacilimi (DLS), yi-
zey yukl Zeta, kristal yapisi X Isinlari Toz Difraksiyon
(XRD), yapisina katilan organik molekullerin varligi
Fourier Dontusimli Kizilétesi Spektroskopisi (FT-IR)
ile belirlenmis olup, ayrica NK’ler SEM gorintileri ile
analiz edilmistir.

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Ag@GO NK’lerin Staphylococcus aureus susuna
karsi antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon yontemi
ile test edilmistir. Kisaca steril bir ekivyonla alinan
koloniler 3 ml serum fizyolojikte slispande edilerek
McFarland 0.5 (108 mikroorganizma/ml)'e gbre ayar-
lanmis disklere 25 ul emdirilmistir. Bakteriler Mueller-
Hinton agar besiyerine ekilmis ve kurutulan diskler
(37°C’de) agar ylzeyine yerlestiriimistir. 24 saat inku-
basyon sonrasinda inhibisyon zonlari belirlenmistir.

Bulgular
Ag@GO NK’nin karakterizasyonu

Elde edilen solusyondaki Ag NP’lerin etkin ¢gapi DLS
analizi ile yaklagik olarak 327 nm olarak belirlenmis
olup Sekil 1'de gdsterilmigtir.

Statistics Graph (1 measurements)

Size (r.nm)

Sekil 1. Ag NP’lerin DLS analizi

S. aromaticum 6zt ile sentezlenen Ag NP’lerin yu-
zey yuki zeta analizi ile -16.1 mV olarak olgiimugtir
(Sekil 2).
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Zeta Potential Distribution

Tetal Counts

Zeta Potential (m\)

Sekil 2. Ag NP’lerin yuzey yuku

Sekil 3'te gorildigl tzere XRD analizi ile NP’lerin
yapisinda 26 duzleminde 10°, 38°, 44°, 64° ve 77°
pikler gézlenmistir. NP’lerin yapisina katilan fonksiyo-
nel gruplarin varhgi FT-IR analizinde 3415, 2923,

Sekil 3. Ag NP’lerin XRD analizi
2845, 1628 ve 1404 cm™de kaydedilen pikler ile be-
lirlenmistir (Sekil 4).

: ’“/ﬂ \’\

A

Sekil 4. Ag NP’lerin FT-IR analizi

Biyosentezi gerceklestirilen Ag NP ve Ag@GO NK’le-
rin SEM analizleri sirayla Sekil 5 ve $ekil 6’da veril-
mistir. Sekil 5'ten gorulecegi izere NP’ler morfolojileri

EMT = 2600KkV WO = 80mm Mag= SO00KX Signel A= SE1

Sekil 5. Ag NP’lerin SEM resimleri
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Sekil 6. Ag@GO NK’lerin SEM resimleri
yuvarlak yapida ve yaklasik 63 nm boyuta sahiptir.

Ag@GO NK’nin aktivitenin

belirlenmesi

Antimikrobiyal

Ag@GO NK’nin S. aureus susuna karsi konsantras-
yon bagimli olarak antimikrobiyal aktivite sergiledigi
kaydedilmistir (Sekil 7). Biyolojik sentezlenen nano
boyuta sahip kompozitin S. aureus’a kargl minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MIC) 6.25 ppm olarak
belirlenmigtir.

Sekil 7. Ag@GO NK’nin S. aureus susuna kars! antimikro-
biyal aktivitesi

Tartisma ve Sonug
Ag@GO NK’nin karakterizasyonu

NP’lerin asidik ortamda sentezlenmesi neticesinde
biraraya gelerek kiimelenme egiliminde olduklari ve
bu nedenle etkin caplarinin yiksek oldugu bildirilmis-
tir (Armendariz ve ark., 2004). Daha 6nce bitki 6zutle-
ri ile sentezlenen NP’lerin etkin ¢aplarinin bizim veri-
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lerimizle uyumlu oldugu gézlenmistir (Yuvakkumar ve
ark., 2014). Negatif yonde dusik yizey yuku ile parti-
kuller arasinda olusan itme kuvveti partikillerin ki-
melenmesini 6nlemekte olup, NP’nin kararlihidina
isaret etmektedir (Sankar ve ark., 2014; Harshiny ve
ark., 2015). Bu veriler 1siginda sentezlenen Ag
NP’nin ylzey kisa sureli kararli yapida oldugunu soy-
lemek mumkinddr. XRD analizi ile 26 duzleminde
gozlenen 10°, 38", 44°, 64" ve 77" pikleri sirasiyla (0 0
1)(111),(200),(220)ve (31 1)dizlemine karsi-
lilk gelmektedir. XRD analiz ile elde edilen piklerle
NK’nin yapisinda Ag’'nin varligi dogrulanmis ve kristal
yapisi belirlenmistir. Calismamiza benzer olarak So-
me ve ark., (2019) ve Hsu ve Chen (2014) biyosente-
zini gergeklestirdikleri Ag@GO NK’lerin kristal duzle-
mini (111),(200), (220)ve (311)olarak belirle-
mis olup, ¢alismamizla uyum iginde oldugu gorilmus-
tr. S. aromaticum 6zutinun indirgeyici ve kaplayici
ajan olarak kullanilmasi ile biyolojik olarak sentezle-
nen NP’lerin yapisina katilan fonksiyonel gruplarin
varligi FT-IR analizi ile incelenmistir. Bu test sonu-
cunda 3415, 1628 ve 1404 cm"de g6zlenen pikler
sirasi ile alkol (O-H), alken (C=C) ve aromatik (C=C)
gruplarina karsilik gelmektedir. 2923 ve 2845 cm™"de
gbzlenen pikler alkan gruplarina (C-H) isaret emekte-
dir. C-O grubunun varhgi 1034 cm™de g6zlenen dif-
raksiyon pik ile belirlenmistir. SEM gorintileri ile yu-
varlak yapida ve yaklasik 63 nm boyutuna sahip olan
NP’lerin kimelenme egiliminde oldugu gdérilmekte
olup bu durum DLS analiz verilerimizi destekler nite-
liktedir. Sekil 6'da AG NP’lerin GO ile baglandigi go-
rulmektedir. Bitki 6zitinin kullaniimasi ile elde edilen
NP’lerin morfolojik Ozelliklerine ortam pH'1, sicaklik,
indirgeyici ajanin ve indirgenen metalin konsantras-
yonunun 6nemli bir role sahip oldugu daha oénceki
calismalarda gosterilmistir (Mittal ve ark., 2013).

Antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

Biyolojik ydntemle sentezlenen Ag@GO NK'nin S.
aureus’a karsi etkili bir antimikrobiyal aktivite sergile-
migstir. Cesitli metalik NP’lerin antimikrobiyal 6zellikle-
ri, bakterilerin hlicre duvarina baglanmasi ile protein-
lerin denatlirasyona ugratmasi, membranda birikmesi
ile meydana reaktif oksijen turlerinin (ROS) hicre
olimune sebep olmasi ile agiklanabilmektedir (Kaur
ve ark., 2013; Some ve ark., 201; Wang ve ark.,
2017).

Bu calismada S. aromaticum 6ziuti ile Ag@GO
NK'lerin biyolojik sentezi, ucuz, etkili ve gevre dostu
yontemle sentezlenmistir. Ag@GO NK’nin S. aureus
susuna karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Elde edilen veriler ile bitki 6z(ti ile sen-
tezlenen Ag tabanli NP’lerin kitosan ve grafen oksit
gibi biyomolekiller ile modifiye edilerek oksidasyon
kapasitesi ve ¢dzinebilirliginin artirilabilecegi, ayrica
kiimelenmesinin 6nlenebilecegi distnulmektedir.
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Ozet: Bu calismanin amaci ineklerde meme basi kanalinin ultrasonografik (USG) élgiimlerinin mastitis ile iligkisini
arastirmakti. Bu amagla, U¢ ve bes yas araliginda, laktasyonun iki ile altinci aylari arasinda olan 15 bas inege ait elli
meme basinda, meme basi kanalinin uzunlugu ve ¢api USG olarak élgiildii. ineklere ait meme baslari California Masti-
tis Test (CMT) sonuglarina gére pozitif ve negatif olarak iki gruba ayrildi. Daha sonra meme baslarindan alinan siit
numunelerinde somatik hilicre sayisi (SHS) belirlendi ve sit kompozisyonuna ait analizler yapildi. Elde edilen verilerin
istatistiki analizleri sonucunda, CMT negatif ve CMT pozitif hayvanlarda meme basi kanalinin uzunlugu ve ¢api karsi-
lastinldi. Gruplar arasinda her iki parametre icin de istatistiki olarak 6nemli bir fark bulunamadi. Ayrica, CMT pozitif
grupta meme basi kanalinin uzunlugu ile ¢api arasinda pozitif korelasyon (0.60) oldugu, meme basi kanalinin uzunlugu
ile sttin dansitesi ve mineral diizeyi arasinda ise negatif korelasyonlar oldugu (sirasiyla -0.46 ve -0.45) tespit edildi.
Yine, meme basi kanalinin ¢api ile SHS arasinda negatif korelasyon oldugu (-0.48) belirlendi. CMT negatif ve CMT
pozitif gruplar arasinda siit komponentleri ve bazi kimyasal 6zelliklerin karsilastiriimasinda ise yagd (%) ve mineral (%)
degerleri harig diger 6zellikler igin istatistiki olarak énemli farkliliklar bulundu. Sonug olarak; ineklerde meme basi kana-
linin uzunlugu ve gapi ile mastitis arasinda onemli diizeyde bir iliskinin bulunmadigi, ancak sitiin komposizyonu ve
bazi kimyasal 6zelliklerine ait parametreler bakimindan ise iligkili olabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: inek, meme bagi kanali, meme saglig, ultrasonografi

The Relationship Between Ultrasonographic Measurements of Teat Canal and Mastitis in Cows
Summary: The aim of this study was to investigate the relationship between ultrasonographic (USG) measurements of
teat canal and mastitis in cows. For this purpose, the length and diameter of teat canal were USG measured at fifty
teats belonging to fifteen cows aged three and five, between two and sixth months of lactation. According to the results
of California Mastitis Test (CMT), the teats were divided into two groups as positive and negative. Somatic cell count
(SCC) was determined in milk samples taken from teat. Consequently, statistical analysis of all data obtained, length
and diameter of teat canal were compared in CMT negative and CMT positive animals. There was no statistically
significant difference between the groups for both parameters. Additively, there was a positive correlation (0.60)
between the length and diameter of teat canal in the CMT positive group, and there were negative correlations
between the teat canal length, milk density and mineral level (respectively, -0.46, and -0.45). Again, there was a negati-
ve correlation between the diameter of the teat canal and SCC (-0.48). In the comparison of milk components and so-
me chemical properties between the CMT negative and CMT positive groups, statistically significant differences were
found for other properties except fat (%) and mineral (%) values. In conclusion; It was concluded that there was no
significant correlation between the length, diameter of teat canal and mastitis in cows, but it could be related with the
parameters of milk composition and some chemical properties.

Keywords: Cow, teat canal, udder health, ultrasonography

Girig

ineklerde mastitisin gelisimine predispozisyon olustu-
ran ¢ok sayida faktoér vardir. Bunlardan birisi de me-
me ve meme basinin morfolojik ézellikleridir. Meme-
nin normal anatomik yapisi, mekanik savunma siste-
minin bir pargasi olarak mastitis etkenlerinin meme
icine girisine engel olur. Ancak normalden buyuk,
sarkik, gevsek, yere yakin meme tipleri, meme basi
kanalinin darligi veya asiri genisligi memeyi mastiti-
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se kargl hassas hale getirmektedir (Philpot ve Nicker-
son, 1991). Bu kapsamda mastitisin goriilme oraninin
ineklerin bazi meme olglleri ile yakindan iligkili oldu-
gu da bildirilmistir (van Drop ve ark.,1998).

Hayvanlarin meme muayenelerinde rutin yontemlerin
yani sira ultrasonografi (USG) gibi géruntileme yon-
temleri de kullaniimaktadir. Bu sekilde memenin i¢
dokusunda mastitislere sebep olabilecek anormallik-
lerin belirlenmesi ve erken donemde 6nlemlerin alin-
mas! mimkin olabilmektedir (Ayadi ve ark., 2003;
Franz ve ark., 2001; Klein ve ark., 2005; Trostle ve
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O'Brien 1998). Ayrica, memenin anatomik 6zellikleri
hem sut verimi hem de makine ile sagilabilirliklerinin
belirlenmesi agisindan da 6nemlidir (Ayadi ve ark.,
2003). Yine, sagim sonrasi meme dokularinin sagim
oncesi sekillerine dénme surecinin izlenmesinde de
USG kullaniimaktadir (Gleeson ve ark., 2004; Khol ve
ark., 2006; Paulrud ve ark., 2005; Strapak ve ark.,
2017; Martin ve ark., 2018).

Meme ici yapilarin degerlendiriimesinde radyoloji,
endoskopi ve cutimetre gibi ydntemler kullaniimakta-
dir. Ancak tim bu ydntemlerin uygulama zorludu,
zaman almasi ve meme dokularina zarar verebilme
gibi bazi olumsuzluklari bulunmaktadir (Vural ve ark.,
2016). Oysa, meme ici yapilarin morfolojisinin deger-
lendiriimesinde, USG’nin kolay bir sekilde uygulan-
masi ve non-invasiv bir ydéntem olmasi gibi nedenler-
le bu tir 6lgiimler icin kullanimi daha fazla tavsiye
edilmektedir (Gleeson ve ark., 2005; Mosenfechtel ve
ark., 2004; Neijenhuis ve ark., 2001). USG yontemi
ile meme Olgilerinin belilenmesinin, yeni enfeksiyon-
larin gelismesine sebep olacak meme igi faktérlerin
tespiti agisindan da 6énemlidir ve bu 6zelliklerin masti-
tis koruma-kontrol programlarinda dikkate alinmasi
gerekmektedir (Mijic ve ark., 2004; Tancin ve ark.,
2003). Bu konuda Seker ve ark., (2009) meme sagli-
g1 ile ilgili olarak, meme baginin USG’sinde, Fiirsten-
berg rozetinin bulundugu noktadaki meme basinin
¢apl, sinus papillarisin ¢api, meme basinin ¢api, me-
me bas! kanalinin uzunlugu ve meme basi duvarinin
kalinhgr gibi parametreleri incelemislerdir. Sonug¢
olarak, meme basi kanalinin uzunlugunun CMT pozi-
tif ve negatif meme loblar arasinda istatistiki diizeyde
onemli bir farklilik gostermedigi tespit edilmistir. Bu
acidan USG yontemi ile meme Olgllerinin takibinin
sahada kullaniminin yayginlastirilabilmesi ve etkinli-
ginin ortaya konulabilmesi i¢in yeni yayinlara ihtiyac
oldugu da agikardir.

Sunulan galigsmada, ineklerde meme basi kanalinin
USG oélgcimlerinin mastitis, st kompozisyonu ve su-
tiin bazi kimyasal 6zellikleri ile iligkilerini arastiriimasi
amagclandi.

Materyal ve Metot

Bu galisma, 2019 yili Ekim ay1 icerisinde Firat Univer-
sitesi Tarim ve Hayvancilik Arastirma ve Uygulama
Merkezi (TAHAM) ’inde bulunan, yaslar 3-5 arasinda
degisen Isvigre esmeri irki 15 bag sagmal inek lize-
rinde gergeklestirilmistir. igletmede elektronik siirii
kontrol sistemi kullaniimaktadir (DelLaval, Turkey).
inekler yil boyu yari agik ve serbest dolagimli ahirlar-
da barindiriimaktadir. Rasyonda arpa icerikli kesif
yem ve kuru gayir otu, misir silaji, yonca ve saman-
dan olugan kaba yemler verilmistir. isletmedeki inek-
lerin sagimi giinde 2 defa 12’li otomatik sagim maki-
nesi bulunan sagimhanede yapilmistir (DeLaval, Tur-
key). Isletmede sagim hijyeni kapsaminda postdip-
ping uygulanmakta olup, ¢alismada kullanilan inekle-
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rin ortalama laktasyon sut verimleri 5.500+500 litre
olarak kaydedilmistir. Gruplardaki toplam meme lobu
sayisini belirlemek icin istatiksel gli¢ analizi yapiimis-
tir. Bu calismada, etki biyukligu =0,40, alfa=0,05 ve
gl¢=0,80 alinarak gerekli olan minimum &érnek sayisi
52 olarak belirlenmigtir. (Cohen, 1988).

Calismada degerlendirilen ineklerin memeleri iki grup
icerisinde degerlendirilmistir;

1. grup: CMT negatif (n=25),
2. grup: CMT pozitif (n=25).

Seker ve ark., 2009, belirttigi sekilde gruplarin CMT
pozitiflik ve negatiflik durumlari belirlenmistir.

Daha sonra bu gruplarda incelenen meme baslarinin
USG olgiimleri ve bu meme baslarindan alinan siit
numunelerindeki SHS, sit komponentleri (yag (%),
yagsiz kuru madde (%), protein (%), laktoz (%), mi-
neral (%) ve bazi kimyasal parametrelerin (dansite,
donma noktasi (°C) ve iletkenlik (mS/cm)) analizleri
yapilmistir.

Meme baslarinin ultrasonografik muayenesi

USG muayeneleri 8 MhZlik lineer probla (IBEX,
A.B.D.) sagim sonrasinda meme baslari su banyosu
teknigi ile ihk su dolu kaba daldirilarak yapilmistir
(Seker ve ark., 2009). Meme basi ile ilgili dlgimlerde
prob, vertikal olarak meme bas! kanalina paralel bir
sekilde uygulanmigtir. Bu dlgimler sirasinda meme
basi kanalinin boyu ve eni élgtlmustir (Sekil 1).

SHS analizi

Somatik hiicre sayimi igin 5 ml'lik plastik tiplere sa-
bah sagimindan sonra numune alindi. Somatik hicre
sayimlari DeLaval Cell Counter® (DeLaval Internatio-
nal, Sweden) hicre sayim cihazi kullanilarak tespit
edilmigstir (Saat ve ark., 2017).

California Mastitis Test

Hayvanlardan alinan sit numunelerinin - CMT
(Kruuse, England) ile muayenesi icin CMT kabinin
dort ayri bélmesine her bir meme lobundan 2 ml siit
sagildi, test kabi 4507lik pozisyona getirilerek sut
miktarlari esitlenmistir. St miktari kadar CMT solus-
yonu eklenerek 10 saniye boyunca dairesel hareket
ile karistirilarak karisimda jel olusumu ve jelin yogun-
lugu degerlendirilmigtir (Seker ve ark., 2009). Buna
gOre en az bir meme lobu hangi kategoride olursa
olsun CMT'ye pozitif sonu¢ veren hayvanlar CMT
pozitif (n=25) grubuna, tim meme loblari CMT'ye
negatif sonu¢ veren hayvanlar ise CMT negatif
(n=25) grubuna dahil edilmistir.

Siit komposizyonu analizleri

Tidm st numunelerinde, siit komponentlerinden yag
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(%), yagdsiz kuru madde (%), protein (%), laktoz (%),
mineral (%), dansite, donma noktasi (°C) ve iletkenlik
(mS/cm) duzeyleri tespit edilmistir. Bu analizler Lak-
toscan (Milkotronic/EUROPE) cihazi kullanilarak 6n-
ceki calismalarda belirtildigi sekilde gerceklestirilmig-
tir (Seker ve ark., 2017).
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SPSS 22.0 programindan yararlaniimigtir.
Bulgular

Bu arastirma ele alinan CMT negatif ve CMT pozitif
gruplardaki ineklerin meme basi Ozellikleri ile ilgili
veriler Tablo 1'de Ozetlenmistir. Buna godre gruplar

Tablo 1. Calisma gruplarina ait meme basi kanalinin USG o6lgumlerinin kargilastiriimasi

Meme basgi 6zellikleri

SHS D.P. Uzunlugu (mm) D.P. Gapi (mm)
Gruplar n = = =
X, s T, s £ s
CMT - 25 36680.00 £ 6232.64 11.02 £ 0.41 218003
CMT + 25 370080.00 + 53790.45 11.94 + 0.41 2.20+0.05
P 0.001 0.094 0.444

D.P. : Meme basi kanali, SHS: Somatik Hiicre Sayisi

Istatistik analizleri

Arastirma sonunda elde edilen tim parametrelere ait
verilerin tanimlayici istatistikleri hesaplanmistir. Grup-
lar bazinda (grup 1: CMT negatif ve grup 2: CMT
pozitif) incelenen parametrelere ait verilerin normal
dagihm gosterip gostermedikleri analiz edilerek de-
gerlendirilmistir. Bu kapsamda Shapiro-Wilks testi
kullanilmigtir.  Ayrica, verilerin normallikleri her bir
parametre aritmetik ortalama, ortanca, tepe degeri,
carpiklik ve basiklik katsayilari, histogram, gdvde-
yaprak (stem-and-leaf) grafidi, u¢ ya da aykiri deger-
lerin gézlemlendigi saph kutu grafigi (box plot, box-
and-whiskers), P-P (Probability - Probability) grafigi,
normal Q-Q (Quantile - Quantile) grafigi veya detren-
ded normal Q-Q grafigi gibi grafiklerle de degerlendi-
rilmigtir. Degerlendirme sonucunda verilerin paramet-
rik test varsayimlarini saglamadigi, normal dagilm
gostermedikleri tespit edilmistir. Bu nedenle, arastir-
mada incelenen tim parametreler icin gruplar arasi
karsilastirmalarda Mann Withney U testi kullaniimig-
tir. Ayrica, CMT negatif ve CMT pozitif gruplarda ayri
ayri incelenen parametreler arasindaki iligkileri belir-
lemek i¢in spearman korelasyon katsayilari ve 6nem-
lilikleri hesaplandi (Akgul, 2005). Bu analizler igin

arasinda meme bagi kanalinin uzunlugu ve capi agi-
sindan istatistiki bir farklihk bulunmamistir. Ancak,
SHS agisindan ise gruplar arasinda istatistiki olarak
onemli bir farkhlk belirlenmis olup, CMT pozitif inek-
lerin sit numunelerindeki SHS (370080.00 +
53790.45) CMT negatif (36680.00 + 6232.64) inekle-
re gore daha yiksek bulunmustur (Tablo 1, Sekil 2 ve
3).

Arastirmada CMT negatif ve CMT pozitif gruplardaki
ineklere ait sutlerin komponentleri ve bazi kimyasal
Ozellikleriyle ilgili bulgular tablo 2’de Ozetlenmigtir.
Buna goére CMT negatif ve CMT pozitif gruplardaki
inekler karsilastirildiklarinda CMT negatif grubundaki
ineklerin sut numunelerinde; yagsiz kuru madde (%
10.48 £ 0.10), protein (%3.80 + 0.04), laktoz (%5.75
0.05), dansite (1035.32 + 0.53) ve donma noktasi (-
0.69 + 0.01 °C) degerlerinin daha ylksek oldugu tes-
pit edilmistir. CMT pozitif gruptaki ineklere ait sit nu-
munelerindeki iletkenlik degerinin ise (4.30 + 0.04
mS/cm) CMT negatif gruptaki ineklerin siit numunele-
rine gore istatistiki olarak énemli diizeyde daha yuk-
sek oldugu belirlenmistir (Tablo 2).

Bu arastirmada CMT negatif gruptaki ineklerde ince-
lenen parametreler arasindaki korelasyon katsayilari

Tablo 2. Calisma gruplarina ait sut komponentleri ve bazi kimyasal dzelliklerin kargilastiriimasi

Siit komponentleri ve bazi kimya- Gruplar
sal ozellikleri CMT - CMT +
n X 5, X 5g P
+ +

Yag (%) 25 4.38+0.25 4.83+0.35 0.607
Yagsiz Kuru Madde (%) 25 10.48 £ 0.10 10.10 £ 0.11 0.011
Protein (%) 25 3.80 £ 0.04 3.68 £ 0.04 0.022
Laktoz (%) 25 5.75+0.05 5.53 +0.06 0.009
Mineral (%) 25 0.82 +0.01 0.79 £ 0.01 0.073
Dansite 25 1035.32 £ 0.53 1033.44 + 0.47 0.002
Donma noktasi (°C) 25 -0.69 £ 0.01 -0.67 £ 0.01 0.046
iletkenlik (mS/cm) 25 4.15+0.02 4.30 £ 0.04 0.000
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Tablo 3. CMT negatif grupta incelenen parametreler arasindaki korelasyon katsayilari (r) ve énemlilikleri (P)

(n=25)
Yag-
siz Don- .
D.P. Kuru ma llet-
Uzun- D.P. SHS Mad- Pro- Lak- Mine- nok- kenlik
lugu Capt  (x100 Yag de Dan- tein toz ral tasi(° (mS/
(mm) (mm) 0) (%) (%) site (%) (%) (%) C) cm)
D.P. Uzunlugu r
(mm) 1 0.65**  0.49* 0.19 -0.32 -0.32 -0.33 -0.27 -0.38 0.30 0.10
P 0.00 0.01 0.35 0.12 0.12 0.11 0.19 0.06 0.14 0.62
D.P. Gapt (mm) r 1 037 012 -017 015 -016 -0.20 -0.23 017  -0.04
P 0.07 0.57 0.41 0.47 0.44 0.34 0.26 0.41 0.85
SHS (x1000) r 1028 050" 043 047" (2. 028 051 032
P 0.17 0.011 0.031 0.02 0.01 0.18 0.01 0.12

**: Korelasyon P<0.01 diizeyinde 6nemlidir. *: Korelasyon P<0.05 diizeyinde 6énemlidir. D.P.: Meme basi kanali, SHS: Soma-

tik Hiicre Sayisi

Tablo 4. CMT pozitif grupta incelenen parametreler arasindaki korelasyon katsayilar (r) ve énemililikleri (p)

(n=25)
D.P. Yagsiz Don- .
Uzun- D.P. SHS Kuru Pro- Lak- ma lletken-
lugu Capt  (x1000 Yag Madde Dansi- tein toz Mine- nokta- lik (mS/
(mm) (mm) ) (%) (%) te (%) (%) ral (%) si1(°C) cm)
3;:;1)‘12““'“9“ T 0.60° 25 034 036 -046* -035 -039 -0.45* 023 0.07
P 001 023 010  0.07 0.02 008 006 003 026 0.74
D.P. Cap r 1 0.48* 025  -0.01 018 -002 -006 -0.01 007  -0.25
(mm)
P 001 022 096 039 092 079 099 075 0.23
SHS (x1000)  r 1 031 015 0.32 012 011  -012  -0.03 0.45*
P 013 048 0.12 056 059 057 091 0.03

**:Korelasyon P<0.01 dlizeyinde 6nemlidir. *:Korelasyon P<0.05 dlizeyinde 6nemlidir. D.P.: Meme basi kanali, SHS: Somatik

Hucre Sayisi

Sekil 1. Meme basi kanalinin USG oél¢imleri
134
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Sekil 2. CMT negatif ve CMT pozitif gruplar arasinda SHS’
nin karsilastirimasi. SHS: Somatik hiicre sayisi



Erciyes Univ Vet Fak Derg 2020; 17(2): 131-137
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Sekil 3. CMT negatif ve CMT pozitif gruplar arasinda meme
basi kanali 6élgllerinin karsilastirimasi D.P.: Meme basi
kanali

(r) ve 6nemlilikleri (p) Tablo 3’te verilmigtir. Buna gére
meme basi kanalinin uzunlugu ile ¢api (0.65) ve me-
me basi kanalinin uzunlugu ile SHS arasinda pozitif
korelasyon (0.49) tespit edilmistir. Ayrica SHS ile
yagsiz kuru madde (-0.50), dansite (-0.43), protein (-
0.47) ve laktoz (-0.52) arasinda negatif korelasyonlar
belirlenmistir. Yine SHS ile donma noktasi (-0.51)
arasinda ise pozitif korelasyon belilenmistir (Tablo
3).

CMT pozitif gruptaki ineklerde incelenen parametreler
arasindaki korelasyon katsayilari (r) ve onemlilikleri
(P) ise Tablo 4'te verilmistir. Buna gére meme basi
kanalinin uzunlugu ile c¢api arasinda (0.60) pozitif
korelasyon tespit edilmistir. Meme basi kanalinin
uzunlugu ile dansite (-0.46) ve mineral diizeyi (-0.45)
arasinda ise negatif korelasyonlar belirlenmistir. Ayri-
ca meme basi kanalinin ¢api ile SHS arasinda nega-
tif korelasyon (-0.48) tespit edilmistir. Yine SHS ile
iletkenlik arasinda ise pozitif bir korelasyon (0.45)
saptanmistir (Tablo 4).

Tartisma ve Sonug

Meme ici yapilarin morfolojisinin muayene tarihindeki
sut verimi, laktasyon sayisi, laktasyon dénemi ve
meme lobuna gore degistigi ayrica, bu degisikliklerin
incelenmesi igin USG'nin etkili bir yontem oldugu
bildiriimektedir (Khol ve ark., 2006). Santos ve ark.
(2004) meme basi anatomisinin USG ile belirlenme-
sinde meme baglarinin su banyosuna daldirilarak
muayenesinin diger yontemlere gore daha iyi gérintu
verdigini bildirmektedir. Yapilan bir calismada, meme
basi morfolojisinin sagim éncesi ve sonrasinda degi-
siklikler gosterdigi ve yash ineklerin USG ile yapilan
meme bagl Olgim dederlerinin geng ineklere gore
daha ylksek ciktigi, ayni zamanda sitteki bakteri
yogunluguna goére parametrelerde farkliliklar oldugu
bildiriimektedir (Martin ve ark., 2018). Strapék ve ark.
(2017) yaptiklari calismada, Holstayn irki ineklerde
sagim Oncesi ve sagim sonrasi meme basi kanalinin
USG odlgtimlerinin degistigi tespit edilmistir. Strapak
ve ark. (2018) yaptiklari caligmada Holstayn ve Si-
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mental irki ineklerde sagim sonrasi farkli surelerde
USG ile meme basina ait 6lglimleri degerlendirmisler-
dir. Bu degerlendirmede, iki irk iginde rejenerasyon
suresinin birbirine yakin oldugu ve bununla birlikte
gunlik sut verimi, sut akis hizi gibi faktorlerin deger-
leri etkiledigini bildirmiglerdir. Téth ve ark. (2019) kuru
dénemde meme basini USG ile incelemis ve kuru
dénemin baslangicinda degerlerin azaldigini, kuru
dénem ortasina kadar bir degisiklik olmadigini tespit
etmiglerdir. Bu dénemde meme invollisyonunun ve
rejenerasyonunun saglikli ilerlemesi ile mastitis riski-
nin azaldidini belirtirken bu surecin iyi ilerlememesi
durumunda mastitis olasiliginin artacagini belirtmig-
lerdir. 12 saat araliklarla yapilan sagimlarda sagim
Oncesi meme bagi kanalinin uzunluunun 6n meme-
lerde 13.0 mm ve arka memelerde ise 12.1 mm oldu-
gu bildiriimektedir (Neijenhuis ve ark., 2004). Weiss
ve ark. (2004) meme lobuna gére meme basi kanali-
nin uzunlugunun USG olgimlerinin farkli olmadigini,
sol ve sag 6n-arka meme baglarinda meme basi ka-
nalinin uzunlugunu 11 mm oldugunu ileri stirmekte-
dir. Klein ve ark., (2005) USG ile meme basi kanali-
nin uzunlugunu en kisa olarak isvigre Esmerlerinde
(15.7 mm) daha sonra Holstein-Friesian’larda (17.2
mm) ve Simmental'lerde (18.3 mm) tespit etmistir.
Ayni galismada, meme basi kanalinin uzunlugu ile
meme saghginin iligkili oldugu, bu uzunlugun saglikh
memelerde (17.4 mm) enfekte memelere (15.8 mm)
nazaran daha uzun oldugu bildirilmis olup, meme
sagligr uzerine meme basi kanalinin uzunlugu ve
laktasyon sayisinin 6nemli etkileri oldugu kaydedil-
migtir. Grindal ve ark. (1991) meme basi kanalinin
uzunlugunu enfekte meme baslarinda 11.47 mm ve
enfekte olmayanlarda ise 12.05 mm olarak kaydet-
miglerdir. Gulyas ve Ivancsics (2001) ise meme basi
kanalinin uzunlugu ile SHS arasinda yakin bir kore-
lasyon tespit etmislerdir. Sunulan ¢alismada ise CMT
negatif ve CMT pozitif hayvanlarda meme basi kana-
linin uzunlugu ve ¢ap! acisinda istatistiki olarak
onemli dizeyde bir fark bulunmamigtir. Bu durumun,
mastitisin multifaktoriyel bir hastalik olmasi ve geligi-
minde ¢ok sayida predispoze faktdr olmasindan kay-
naklandigi disindlmektedir.

Yapilan literatlr arastirmalarinda, ineklerde meme
basi kanalinin USG ile yapilan Slgimleri ile sutin
kompozisyonu arasindaki iligkiyi konu alan herhangi
bir bilimsel icerikli caligmaya rastlanmamistir. Ancak
meme basinin morfolojik dlgiimleri ile sutin kompo-
sizyonu arasindaki iliskiyi ortaya koymak icin yapilan
bir calismada (Wagay ve ark., 2018) meme basinin
morfolojik dlgiimleri ile sit yadi arasinda pozitif, lak-
toz ve protein arasinda ise negatif korelasyon oldugu
ileri surilmektedir. Sunulan galismada ise ¢zellikle
CMT pozitif grupta meme basi kanalinin uzunlugu ile
sitlin dansitesi ve mineral diizeyi arasinda onemli
negatif korelasyonlar belirlendi.

Sonug olarak, ineklerin meme bagi kanalinin uzunlu-
dgu ve capina ait USG 6zellikleri ile mastitis arasinda
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istatistiki olarak énemli bir iligkiye rastlanmamig, an-
cak bu 6zelliklerin sutln dansitesi, mineral dizeyi gibi
sut komponentleri ile iligkili oldugu belirlenmistir.
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Summary: This study was completed with the aim of investigating the effects of extracts obtained from Gundelia tour-
nefortii L. and fluoxetine on anxiety, motor activity, biochemical and antioxidant parameters in rats exposed to chronic
immobilization stress. The study included a total of 40 female Wistar albino rats with live weight of 200-220 g, randomly
divided into groups of 8 rats with the study duration planned as 30 days. The groups created in the study were
“control”, “physiologic serum + chronic immobilization”, “Gundelia tournefortii L. plant extract”, “Gundelia tournefortii L.
plant extract + chronic immobilization” and “fluoxetine + chronic immobilization”. At the end of 30 days, all the groups
had rotarod test (motor activity) and anxiety test (elevated plus maze) applied and after all the tests were completed
the rats were sacrificed. At the end of the study, aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT),
alkaline phosphatase (ALP), uric acid (UA), creatinine (CRE), total protein (TP) and albumin levels were determined.
Additionally, catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), glutathione S-transferase
(GST), glutathione reductase (GR) activity and reduced glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) levels were
identified in liver and kidney tissue samples. In conclusion, administration of both Gundelia tournefortii L. plant extract
and fluoxetine can be said to have positive effects on enzyme activities and MDA parameter value against experimen-
tally-induced immobilization stress. Additionally, Gundelia tournefortii L. was not identified to have any effect on motor
activity, but identified to have anxiolytic effect according to elevated plus maze test results.

Key words: Chronic immobilization stress, elevated plus maze, fluoxetine, Gundelia tournefortii L., rotarod

Kronik immobilizasyon Stresine Maruz Birakilan Ratlarda Fluoksetin ve Gundelia tournefortii L. Bitki

Ekstresinin; Anksiyete, Motor Aktivite, Bobrek ve Karaciger Dokulari Uzerine Etkisinin Belirlenmesi
Ozet: Bu calisma, kronik immobilizasyon stresine maruz birakilan ratlarda anksiyete, motor aktivite, biyokimyasal ve
antioksidan parametre degerleri lizerine Gundelia tournefortii L. bitkisinden elde edilen ekstrelerin ve Fluoksetin’in etki-
lerinin incelenmesi amaciyla gergeklestirilmistir. Calismada canl agirliklari 200-220 gr olan toplam 40 adet Wistar —
albino irki disi sican her grupta 8 sigan olacak sekilde gruplara rastgele dagitiimis ve galismanin suresi toplam 30 gin
olarak planlanmistir. Calismadaki gruplar; “Kontrol”, “Serum fizyolojik su + Kronik immobilizasyon”, “Gundelia tourne-
fortii L. bitki ekstresi”, “Gundelia tournefortii L. bitki ektresi + Kronik immobilizasyon” ve “Fluoksetin + Kronik immobili-
zasyon stresi” seklinde olusturulmustur. 30’'uncu giin sonunda tiim gruplara rotarod testi (motor aktivite testi) ve anksi-
yete testi (yukseltiimis arti labirent testi) uygulananarak tim testler tamamlandiktan sonra uygulama sonunda siganlar
sakrifiye edilmistir. Calisma sonunda aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz
(ALP), urik asit(UA), kreatinin (CRE), total protein (TP), albumin dizeyleri belirlenmistir. Ayrica, karaciger ve bobrek
dokusu orneklerinde katalaz (CAT), siperoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz
(GST), glutatyon reduktaz (GR) aktiviteleri ve redukte glutatyon (GSH) ile malondialdehit (MDA) duzeyleri tespit edil-
migstir. Sonug olarak, deneysel olarak olusturulan immobilizasyon stresine karsi, hem Gundelia tournefortii L. bitki ekst-
resinin hem de Fluoksetin uygulamasinin enzim aktiviteleri Gzerine ve MDA parametre degeri Gzerine olumlu etkiler
sergiledigi sdylenebilir. Bununla birlikte, Gundelia tournefortii L. bitkisinin; motor aktivite Uzerine herhangi bir etkisi ol-
madidi tespit edilirken, yukseltiimis arti labirent testi sonuglarina gore, anksiyolitik etkisi oldugu belirlenmistir.
Anahtar kelimeler: Fluoksetin, Gundelia tournefortii L., kronik immobilizasyon stresi, rotarod, yikseltilmis arti labirent

Introduction external threat caused by different situations. Differ-

ent events or formations may cause anxiety (APPI).
Anxiety is defined as worry, or even a feeling of fear, In recent years, anxiety is frequently observed
a person feels in response to a perceived internal or around the world, causing an increase in clinical and

if necessary preclinical studies related to treatment of
this disease. Preclinical studies research the anxiolyt-
ic effects of new medications in animal studies. For
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these models, rats and mice are most commonly
used amongst rodents (Aykac et al., 2015). These
species are intensely used for research into underly-
ing mechanisms of emotional and motivational func-
tions on the ground. This increased behavior of rats
in situations when they are placed in areas where
they feel unprotected is closely related to anxiety. As
the anxiety situation increases, research behavior of
rats reduces (Barnett, 2007; Aykac et al., 2015).
Some studies have led to the consideration that
stress and anxiety may be the result of inflammation
and oxidative stress processes (Salim et al., 2011;
Yang et al., 2016).

Stress ensures the stimulation of many adaptive re-
sponses in the central and peripheral nervous sys-
tem, but may lead to negative physiologic outcomes
like insufficient growth metabolism, circulation, repro-
duction and immune responses and excessive or
long-term stimulation (Barbieri et al., 2012). Long-
term stress may cause a variety of discomforts like
behavioral depression (Pedreanez et al., 2011), post-
traumatic stress disorder (Kessler and Sonnega,
1995), and anxiety (Gulati et al., 2009). When meta-
bolic activity increases, free radical production also
increases, causing the production of reactive oxygen
species (ROS) in the environment and imbalance in
the antioxidant system (Lobo et al., 2010; Dias et al.,
2014; Dong et al., 2016). ROS causes oxidative inju-
ry to different molecules in cells like proteins, lipids
and nucleic acids (Ali et al., 2017; Turan and Celik
2016). Oxidative stress is thought to be the main fac-
tor in the development of many complications like
neurodegenerative diseases, mainly, chronic kidney
disease, hepatic inflammation, hepatic cirrhosis, hy-
percholesterolemia, diabetes, etc. (Gutteridge, 1995).
As a result, morbidity rates related to a variety of dis-
eases may increase as a result of exposure to long-
term physiologic and psychological stress (Djordjevic
et al., 2010).

Currently stress is a frequently encountered problem,
with antidepressant medications used with the aim of
treating depression caused by stress. One of the
most commonly used of these antidepressant medi-
cations in fluoxetine. Fluoxetine is a prototype seroto-
nin reuptake inhibitor. It is commonly used for treat-
ment of panic and other anxiety disorders. Clinical
observation of panic attack patients has confirmed its
efficacy and reliability in reducing panic attack inci-
dence, phobic symptoms, depressive and anxiety
symptoms (Starevic et al., 2004). Additionally, fluoxe-
tine has variable anxiety and depression effects in
animal models (Borsini et al., 2002). There is a need
for studies in this area to investigate the effects of
this antidepressant medication.

In Turkey and the world in general, different plants
are used with the aim of treating anxiety. One of
these plants, with large area of use among the public,
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is the plant Gundelia tournefortii L. known as
“Kenger” in Iran. Gundelia tournefortii L. is an edible
member of the Asteraceae family specific to Iran,
Turkey, Azerbaijan, Jordan, Cyprus and other regions
(Coruh et al.,, 2007; Matthdus and Ozcan, 2011).
Generally, the stem of the plant is used for medica-
tion aims in traditional medicine as hepatoprotective
and blood cleaning and for diabetes, heart attacks,
etc. in the Middle East (Hamdan and Afifi, 2004; Jam-
shidzadeh et al., 2005; Halabi et al., 2005). Gundelia
tournefortii L. has high phenolic content, with
caffeoylquinic acid derivatives, quercetin, and gallic
acid and is very rich in other compounds like limo-
nene, zingiberene and saponins responsible for the
biological activity of the plant (Nakatani et al., 2000;
Haghi et al., 2011; Asadi-samani et al., 2013). Poly-
phenols in this plant are potential antioxidants and
may play an important role in preventing a variety of
pathologic situations (Coruh et al., 2007; Asgary et
al.,, 2009; Haghi et al., 2011). Some studies have
evaluated the antiatherosclerotic properties of Gun-
delia tournefortii L. as being the result of hypolipidem-
ic, anticoagulant and antioxidant properties
(Hammadi and Salam, 2004; Asgary et al., 2009).
Some animal studies have shown Gundelia tourne-
fortii L. may regulate lipid profiles. The plant has also
displayed antiinflammatory, analgesic and antioxidant
effects during in vitro and in vivo studies (Coruh et
al., 2007; Oryan et al., 2011).

The aim of this study was to determine the effect of
Gundelia tournefortii L. on anxiety in rats with chronic
immobilization stress and to determine the effect of
this plant on various antioxidant enzyme levels and
oxidative stress markers in liver and kidney tissues.

Materials and methods
Reagents

Thiobarbituric acid, butylated hydroxytoluene, trichlo-
roacetic acid, ethylenediaminetetraacetic acid, re-
duced glutathione, metaphosphoric acid, DTNB, Tris,
CDNB, GSSG, nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate, potassium dihydrogen phosphate and
sodium chloride of technical grade used in this study
were obtained from Sigma Chemical Company, St.
Louis, MO, USA. Reagents for antioxidant enzyme
analysis were purchased from Randox Laboratories
Ltd.

Collection of plant material and preparation of
Gundelia tournefortii L. water extract

The plant material used in this study of Gundelia tour-
nefortii L. was collected from around the province of
Diyarbakir in May. Plants placed in cloth bags were
first washed with tap water and then with distilled
water to remove dust and contamination. The plants
were spread on drying paper in the laboratory envi-
ronment and then air-dried. The drying paper under
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the lower sections of the plants was changed each
day. Plants were rotated daily to prevent humidity
and mold. The Gundelia tournefortii L. plants were
ground in an electric mill and passed through a 0.5
mm sieve. The plants were left in tightly-sealed col-
ored glass jars until use. Hot water extraction of Gun-
delia tournefortii L. was completed with modifications
of the decoction method applied by Eddouks et al.
(2005). After 1 g of ground Gundelia tournefortii L.
was boiled in 100 ml distilled water for 10 minutes, it
was left in the open to cool for 15 minutes. The ex-
tract was filtered with Whatman filter paper and water
was completely removed in a lyophilizer and the ly-
ophilized extract stored at -80 °C was diluted daily
and administered to rats orally in 300 mg/kg dose
(Azeez and Kheder, 2012).

Experimental animals

The study used 40 female Wistar albino rats with live
weight of 200-220 g as animal material. The study
received written consent from Van Yuzuncu Yil Uni-
versity Experimental Animals Unit Ethics Committee
dated 02.03.2017 and numbered “02". Rats were
housed at room temperature (25+1 °C), with 12-hour
light/12-hour dark period and fed ad libitum. A total of
5 groups were created in this study which lasted 30
days.

Control group: Rats with no additional intervention
other than standard feed and water.

Physiologic serum + chronic immobilization group
(Stress): Rats exposed to 30 minutes immobili-
zation stress every day for 30 days, adminis-
tered oral physiologic serum 30 minutes before
being placed in immobilization cages.

Gundelia tournefortii L. water extract group
(Gundelia): Rats administered 300 mg/kg oral
Gundelia tournefortii L. water extract for 30
days.

Gundelia tournefortii L. water extract + chronic im-
mobilization group (Gundelia + Stress) : Rats
exposed to 30 minutes immobilization stress
every day for 30 days, administered 300 mg/kg
oral Gundelia tournefortii L. water extract 30
minutes before being placed in immobilization
cages.

Fluoxetine + chronic immobilization  group
(Fluoxetine): Rats exposed to 30 minutes immo-
bilization stress every day for 30 days, adminis-
tered 10 mg/kg/day oral fluoxetine 30 minutes
before being placed in immobilization cages.

Chronic immobilization stress (restrainer) was applied
with the aim of inducing anxiety among rats in groups
2, 4 and 5 in the study. In order to perform biochemi-
cal analyses at the end of the study, rats were anes-
thetized with 10% ketamine and sacrificed.

Bedia BATI

Behavioral evaluations

There are many behavior test models used for evalu-
ation of the cognitive and locomotor status of rats.
These tests assess more than one status like anxiety,
autonomic functions, learning, memory and locomo-
tor activity in rats (Buyukdereli, 2008). With this aim,
present study applied the elevated plus maze test
and the rotarod test.

The elevated plus maze is a common technique used
to evaluate anxiety. This technique is used to re-
search the physiologic, behavioral and pharmacolog-
ic effects of medications or other materials by testing
emotional activity. With different sizes prepared for
mice and rats, this setup comprises a test pattern
with two open arms and two closed arms in a plus
shape (+) at a certain elevation (Walf and Frye,
2007).

One of the most commonly used tests to measure
motor coordination is the rotarod performance scale.
The rotarod test is a method used to assess perfor-
mance, resistance power, balance and coordinated
movements (Kaur and Ling, 2008).

Anxiety test: Rats had the elevated plus maze ap-
plied. The test has two open and two closed arms
(width 12 cm, length 50 cm) and a central region
where the arms meet, set up 50 cm above the floor.
Each subject is left in the center of the setup looking
at the open arms, and monitored for 5 minutes with a
Noldus Ethno Vision Tracking camera system. After
the experiments, statistical analysis is performed on
the time the animal stays in the open arms of the
setup and number of entries into the open arms.

Motor activity test: The rotarod test is a method
used to assess performance, resistance power, bal-
ance and coordinated movements. The test basically
measures the duration an experimental animal can
stay on a rod rotating with fixed speed without falling.
During the test, subjects have duration on the rotating
rod recorded in seconds with an automatic counter
(Kurt et al., 2002; Ferrante et al., 2002). In the first
stage of the study, rats are taught to stay on the de-
vice rotating at 6 rpm for 3 minutes. Then each ani-
mal is given 3 60-second attempts at 16 rpm. In this
way, the total score is the total from the three at-
tempts (maximum value 180 s). The duration (s) the
rats stay on the device without falling is accepted as
rotarod performance.

Biochemical analysis

Preparation of tissue supernatant: At the end of
the 30-day experiment, rats were anesthetized with
10% ketamine and sacrificed. Blood samples were
taken from the heart with an injector for biochemical
analysis. Liver and kidney tissues were washed in
dilute physiologic serum (0.9% NaCl) and stored at -
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78 °C until analysis. Tissues were homogenized for 5
minutes in 50 mM ice-cold KH,PO, solvent (1:5 w/v)
with an ultrasonic homogenator (20 KHz frequency
ultrasound, Jencons Scientific Co.). Homogenate was
centrifuged at 7000 g for 15 minutes at +4 °C. Liver
and kidney tissue were prepared for analysis. Super-
natants were used to determine antioxidant defense
system and MDA content (Yurt and Celik, 2011).

Determination of antioxidant system in liver and
kidney tissue: In liver and kidney tissue, SOD en-
zyme activity was measured in accordance with the
Randox brand spectrophotometric kit protocol. CAT
activity catalyzing the hydrolysis of oxygen and water
in hydrogen peroxide used the Aebi (100) method
(Aebi, 1974). The tissue was tested according to
Randox's spectrophotometric kit protocol for GPx
measurement. GR activity was tested with the Carl-
berg and Mannervik method (Carlberg and Man-
nervik, 1985). GST activity was tested with the Man-
nervik and Guthenberg method (Mannervik and
Guthenberg, 1981). Tissue GSH activity was meas-
ured with the Beutler et al. method (Beutler et al.,
1963). MDA concentration was determined using the
method described by Jain et al. (Jain et al., 1989).

Measurement of biochemical parameters: AST,
ALT, ALP, uric acid (UA), creatinine (CRE), total pro-
tein (TP) and albumin were measured by an auto
analyzer (COBAS 8000/ROCHE/Germany/Serial No
1296-08) using the Roche kits.

Statistical analysis

Inter-group comparisons were performed with one-
way analysis of variance (ANOVA) and chi-square
analysis (for comparison of rates in independent
groups), while multiple comparisons used the Tukey
test in the R 3.5.1 (R Core Team, 2018) program.
Significance level was taken as P<0.05.

Result

The anxiety test results obtained in this study are
shown in Tables 1, 2 and 3, while motor activity test
results are shown in Table 4.

Table 1. Time spent by the rats in the open area (sec)
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According to Table 1, on the 15" day of the experi-
ments, the Gundelia tournefortii L. groups and fluoxe-
tine group had significant increases in the duration in
the open area compared to the control group
(P<0.05). Additionally, the groups administered Gun-
delia tournefortii L. and fluoxetine group had signifi-
cant increases in time spent in the open area com-
pared to the group only exposed to immobilization
stress (P<0.05). On the 30" day experiments, the
duration of time spent in the open area was signifi-
cantly reduced for only the immobilization group com-
pared to the control group at P<0.05 level. Groups
administered Gundelia tournefortii L. had significant
increases in time spent in the open area compared to
the control group, while the fluoxetine group did not
show statistical significance compared to the control
group in terms of time spent in the open area
(P>0.05). The Gundelia tournefortii L. groups and
fluoxetine groups showed significant increases in
time spent in the open area compared to the group
only exposed to immobilization stress (P<0.05).

According to Table 2, on the 15" day experiments,
the number of entries into the open area was identi-
fied to statistically significantly reduce in the group
undergoing only immobilization stress compared to
the control group (P<0.05). Only the number of en-
tries into the open area of the group administered
Gundelia tournefortii L. was not statistically significant
compared to the control group (P>0.05), while there
was a significant increase in the Gundelia tournefortii
L. + stress group compared to the control group at
P<0.05 level. The fluoxetine group had an increase in
the number of entries into the open area, but was not
determined to show statistical significance compared
to the control group (P>0.05). Compared to the group
only exposed to immobilization stress model, the
Gundelia tournefortii L., Gundelia tournefortii L. +
stress and fluoxetine groups had significant increases
in number of entries into the open area (P<0.05). In
experiments on the 3o day, the number of entries
into the open area was reduced in the group only
undergoing immobilization stress compared to the
control group; however, this reduction was not deter-
mined to be statistically significant (P>0.05). Com-

Groups
antrol S_tress Glindelia Gundeiia + Stress FIu_oxetine P Values
x5 x5 X8 x5 X185
Days
15‘h day ab ab abd
31.64 £ 1.50 17.84 £1.77 66.30 + 7.65 85.17 £ 6.71 54.43 +4.49 0.0008
30“] day a ab abc bed
25.37 £1.32 16.89 + 1.28 42.57 £ 2.08 52.68 £ 2.61 33.47 £0.90 0.0007

a: Statistically significant difference compared to control group (P<0.05)

b: Statistically significant difference compared to the stress group (P<0.05)

c: Statistically significant difference compared to the Gundelia group (P<0.05)

d: Statistically significant difference compared to the Gundelia +stress group (P<0.05)

¥ Mean, 5= Standard erroz
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Table 2. Number of entries into the open area.

Bedia BATI

Groups
Control Stress Gundelia Gundelia + Stress Fluoxetine P Values
- ¥ o F - ¥ A+5: A +5;
Days
15" day 6.00+0.38 425+0.312 6.13+0.55" 7.88 + 0.44 2*° 7.38+0.38" 0.0003
30" day 1.25+0.16 0.50 +0.19 2.88+0.44 * 3.38+0.38 % 2.38+0.26° 0.0007

a: Statistically significant difference compared to control group (P<0.05)
b: Statistically significant difference compared to the stress group (P<0.05)
c: Statistically significant difference compared to the Gundelia group (P<0.05)

¥: Mean, Szt Standard error

pared to the control group, the Gundelia tournefortii
L. and Gundelia tournefortii L. + stress groups had
significant increases in entries into the open area
(P<0.05). The increase in entries into the open area
in the fluoxetine group was not statistically significant
compared to the control group (P>0.05). The Gunde-
lia tournefortii L., Gundelia tournefortii L. + stress and
fluoxetine groups had significant increases in the
number of entries into the open area compared to the
group only administered the immobilization stress
model (P<0.05).

show statistical significance compared to the control
group (P>0.05). Compared to the group only under-
going the immobilization stress model, the Gundelia
tournefortii L., Gundelia tournefortii L. + stress and
fluoxetine groups had significant increases in per-
centage entering the open area (P<0.05). In the 30"
day experiments, the percentage entering the open
area was reduced in the group only undergoing im-
mobilization stress compared to the control group;
however, this reduction was not determined to be
statistically significant (P>0.05). Compared to the

Table 3. Total number of entrances to open area and percentage

Groups
Control Stress Gundelia Gundelia + Stress Fluoxetine P Values
Days
N
15t day o 48 34 49 63 59 0.0002
’ 31 34° 43 45 b 44°
N
30" day . 10 4 23 27 19 0.0009
° 17 16 37 31 28"

a: Statistically significant difference compared to control group (P<0.05)
b: Statistically significant difference compared to the stress group (P<0.05)
c: Statistically significant difference compared to the Gundelia group (P<0.05)

N: Total number of entries to the open area.

According to Table 3, the percentage entering the
open area on 15" day experiments were significantly
reduced in the group with only immobilization stress
compared to the control group (P<0.05). Only the
Gundelia tournefortii L. group did not show statistical
significance compared to the control group in terms
of percentage entering the open area (P>0.05), while
the Gundelia tournefortii L. + stress group had
P<0.05 significant increase compared to the control
group. The increase in percentage entering the open
area in the fluoxetine group was not determined to

Table 4. Motor activity test results (s)

control group, the Gundelia tournefortii L. and Gunde-
lia tournefortii L. + stress groups had significant in-
creases in terms of percentages entering the open
area (P<0.05). The increase in percentage entering
the open area in the fluoxetine group did not reach
statistical significance compared to the control group
(P>0.05). The Gundelia tournefortii L., Gundelia tour-
nefortii L. + stress and fluoxetine groups had increas-
es in percentages entering the open area compared
to the group only administered the immobilization
stress model (P<0.05).

Groups
Control Stress Gundelia Gundelia + Stress Fluoxetine
F+5: F+s; F+5: F+s; T+5: P Values
Days
0" day 60.00 £ 0.10 57.00 £ 2.10 57.25+2.13 59.00 + 1.00 59.75 +0.25 0.345
15" day 56.63 £ 1.83 58.75+1.25 60.00 £ 0.10 55.75 £ 2.11 57.63+1.24 0.468
30" day 60.00 £ 0.10 56.50 + 2.41 58.63 + 1.02 57.63 £ 1.63 60.00 + 0.10 0.211

¥ Mean, Szt Standard error
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According to Table 4, the rotarod test results for the
0, 15™ and 30" days determined exposure to chronic
immobilization stress or Gundelia tournefortii L. ex-
tracts did not affect motor activity (P>0.05).

Table 5 gives the effect of chronic immobilization
stress on liver and kidney tissue biomarkers.
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group compared to the control and stress groups
(P<0.05). ALT levels were statistically significantly
increased in the fluoxetine group compared to the
stress group, while TP levels were statistically signifi-
cantly reduced in the Gundelia, Gundelia + stress
and fluoxetine groups compared to the control group

Table 5. Effect of chronic immobilization stress on liver and kidney tissue biomarkers

GROUPS
Control Stress Gundelia Gundelia + Stress Fluoxetine P Values
Parame- Z15: Z1S5: Z1S5 Z£5: Z1S5
149.75 + ab
96.50 £ 5.79 125.25 £ 11.67 1457 140.75 + 11.51 227.43 + 34.62 0.001
AST (U/L)
b
ALT (UL) 33.00 £ 2.03 33.63 £1.01 29.50 £ 0.98 37.00 £ 2.21 41.57 £ 4.77 0.024
223.00 +
ALP (UIL) 1253 252.30 + 5.98 266.3 £9.43 261.50 + 12.95 259.30 £ 32.90 0.474
CREAC 0.53 £ 0.01 0.56 +0.02 0.53 +0.02 0.56 £ 0.01 0.54 £ 0.01 0.269
(mg/dL)
UA (mg/dL) 2.78 +0.36 3.75+0.78 3.04 £ 0.65 3.21+0.45 2.96 +0.90 0.874
a a a
TP (g/dL) 72.00 £ 1.65 68.38 £ 1.31 67.13 £ 0.81 66.88 £ 0.35 64.86 + 0.63 0.001
Albumin 35.33+1.33 33.88£0.93 31.88 £ 0.48% 32.50 £ 0.33 3243 +0.78 0.038
(g/dL) ’

a: Statistically significant difference compared to control group (P<0.05)
b: Statistically significant difference compared to the stress group (P<0.05)

T Mean, Sz Standard error

According to Table 5, there was no statistical change
between Gundelia and Gundelia + stress groups
compared to the control and stress groups in terms of
AST levels, with a statistical increase in the fluoxetine

(P<0.05). Additionally, there was a significant reduc-
tion in the Gundelia groups compared to the control
group in terms of albumin levels (P<0.05). Additional-
ly, ALP, UA and CRE levels in the experimental

Table 6. Effect of chronic immobilization stress of lipid peroxidation and the antioxidant defense system in liver

tissue
GROUPS

Control Stress Gundelia Gundelia + Fluoxetine P Va-

T+5; T+5; F+5: S_tress F+5: lues
Parameters X5y
SOD (U/mgp) 2100 A0t 201282:27.28 195250+ 25.39 190041 0038
CAT (U/mgp) 163.98 +7.94 163.51+10.65  131.03 + 4.89 162.58 + 6.52 154,02 + 18,70  0-191
GST (Uimgp) 2.05+0.15 1.51+0.33 1.630.18 1.56 + 0.24 1.42+0.23 0.265
GPX (U/mgp) 18.75+3.37  21.99+3.74 20.82 +3.79 27.43 £ 4.62° 21.3 +£3.87 0.007
GR (U/mgp) 0.61+0.04 0.52 £ 0.08 0.37 £0.07° 0.39 £ 0.03° 0.22+0.02%  0.001
GSH (umolimgp) ~ 24.41 + 0.63 19.29 + 0.82 21.31+1.08 19.69 £ 2.05 2048169  0.094
MDA (nmol/mgp) 1220+ 0.42  24.50 + 7.79° 17.49 £ 1.67 21.8 +4.06 13.92+091  0.039

a: Statistically significant difference compared to control group (P<0.05)
b: Statistically significant difference compared to the stress group (P<0.05)

¥ Mean, 5z Standard error
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Table 7. Effect of chronic immobilization stress on lipid peroxidation and antioxidant defense system in kidney

tissue
GROUPS
Control Stress Gundelia Gundelia + Fluoxetine P Values
Parameters F+5s F+hy F+hy Stress F+5y
F+5s

SoD (U 194778 + 1966.74 + 0.315
o) s s 203339+ 1868  1956.70 +20.63  2026.65 + 8.87 :
CAT (Uimgp)  33.69+500  4839+805  23.16+2.12° 26.34 +2.12 34.71+7.19 0.031
GST (Uimgp)  0.15+0.02 0.18 +0.02 0.19 +0.05 0.12 +0.01 0.20 +0.03 0.297
GPX (U/mgp) 33.92+573  30.63+5.16 29.41 +4.96 29.98 +5.05 27.23+176°  0.015
GR (Ulmgp) 0.38 +0.03 0.33+0.03 0.27 £0.02 0.46 + 0.04° 0.26 + 0.02° 0.001
SSPH) (pmol/ 1244+062 1275101  16.29+1.02% 14.14 +1.34 6.20 + 0.26™ 0.001
mgg (hmoll 65464223  8366+190°  69.62+6.18 66.06 + 4.24° 75.02 + 3.96 0.021

a: Statistically significant difference compared to control group (P<0.05)
b: Statistically significant difference compared to the stress group (P<0.05)

T Mean, Szt Standard error

groups were not found to have any significant varia-
tion when compared with the control and stress
groups (P>0.05).

Tables 6 and 7 give the lipid peroxidation and antioxi-
dant defense system analysis results for liver and
kidney tissue, respectively.

According to Table 6, in liver tissue SOD activity lev-
els were significantly reduced in the stress group
compared to the control group, while GPx activity
levels were observed to have a statistical increase in
the Gundelia + stress group compared to the control
group (P<0.05). Additionally, GR activity levels in the
fluoxetine, Gundelia and Gundelia + stress groups
had a statistical reduction observed compared to the
control group, while the fluoxetine groups also had a
statistical decrease compared to the stress group
(P<0.05). The MDA levels in the stress group were
determined to be statistically significantly increased
compared to the control group (P<0.05).

According to Table 7, in kidney tissue CAT activity
levels were statistically low in the Gundelia group
compared to the stress group, while GPx activity lev-
els were statistically low in the fluoxetine group com-
pared to the control group (P<0.05). GR activity lev-
els were low in the fluoxetine group compared to the
control group, with a statistical increase in the gunde-
lia + stress group compared to the stress group
(P<0.05). GSH levels was statistically low in the
fluoxetine group compared to both the control and
stress groups, while there was a statistically signifi-
cant increase identified in the Gundelia group com-
pared to both the control and stress groups (P<0.05).

Discussion and Conclusion

In the elevated plus maze test, the open areas of the
platform increase anxiogenic behavior. It is thought
that agents with anxiolytic effect will increase the
duration spent in these areas (Crawley and Goodwin,
1980; Belzung et al., 2001). For example, diazepam,
an anxiolytic medication used clinically, increased
duration spent in the open area and increased the
number of entries into the open area (Crawley and
Goodwin, 1980). The results of anxiety tests per-
formed on the 15" and 30" days of the study show
that Gundelia tournefortii L. caused significant anxio-
lytic effects in rats exposed to chronic stress. When
compared with fluoxetine, used clinically with anxio-
lytic aims, Gundelia tournefortii L. appeared to show
better anxiolytic effects than this medication. Different
studies have reported that anxiolytic effects of plants
are due to the combined effect of active materials,
with flavonoids, especially, leading the list of these
active materials (Coleta et al., 2006; Doukkali et al.,
2016). The anxiolytic effects of flavonoids found in
plants are reported to be due to modulation of the
GABAergic system (Marder and Paladini, 2002). It is
thought that the anxiolytic effect of Gundelia tourne-
fortii L. is due to flavonoids contained in its structure.

In a study, the researchers stated that chronic restric-
tion stress causes oxidative damage to tissues such
as brain, kidney, liver. In addition, it was reported that
various stress models decreased antioxidant enzyme
activites  and increased ROS production
(Samarghandian et al., 2017). Similarly, according to
the results of this study, experimentally-induced
stress is understood to cause oxidative stress in liver
and kidney tissue (Tables 6 and 7). Additionally, the
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stress model developing due to immobilization stress
applications was shown to cause increases and re-
ductions in antioxidant levels and increased free radi-
cal production. Stress is considered to trigger ROS
formation in mitochondria, peroxisomes, lysosomes,
cytosol and plasma membranes in the body
(Djordevic et al., 2010).

Lipid peroxidation is known to be one of the basic
causes of injury occurring in hepatocytes (Turan and
Celik, 2016) and is due to imbalance forming be-
tween the oxidant-antioxidant systems (Yuan et al.,
2013). According to present study results, fluctua-
tions occurred in both MDA and enzyme activities
and this situation caused cytotoxicity in liver and kid-
ney tissues, leading to excessive free radical produc-
tion in metabolism resulting in insufficient antioxidant
defense mechanisms.

Enzyme systems within the defense system are ef-
fective against free radicals formed in the organism.
SOD, CAT and GPx are among the most important
enzymatic antioxidants preventing free radical accu-
mulation and initiation of lipid peroxidation in the envi-
ronment (Gutteridge, 1995; Halliwell and Gutteridge
1999; Valko et al., 2007). In this study, the experi-
mentally-induced chronic stress caused an increase
in lipid peroxidation and appeared to cause fluctua-
tions in SOD, CAT and GPx activities and enzyme
activities in both liver and kidney tissue to deal with
this situation.

Davydov et al. (2004) stated that immobilization
stress triggered free radical formation in the liver of
elderly and adult rats. In parallel with this, in present
study, the low SOD level in liver tissue showed su-
peroxide radical formation rates were induced by
immobilization stress. In this study, the decrease in
GSH levels in the liver is in parallel with studies in
this field. Studies by Zaidi et al. (2005) and Sahin and
Gumuslu (2007) observed a decrease in GSH levels
in liver tissue of rats exposed to immobilization
stress.

The study observed increases and decreases in
SOD, CAT, GR, GST and GPx activities. CAT may
be said to detoxify based on H,O, in kidneys. CAT
shows antioxidant enzyme activity at high concentra-
tions of H,O,, while GPx shows activity at lower con-
centrations of H,O, (Jones and Kennedy, 1983), with
CAT considered to show more activity than GPx in
this tissue. According to present study results, CAT in
kidney tissue showed more activity compared to GPx,
with this result appearing to support previous studies
(Jones and Kennedy, 1983).

The TP levels in Gundelia, Gundelia + stress and
fluoxetine groups were statistically significantly re-
duced compared to the control group, which may be
said to be caused by some metabolic disorders in the
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liver damage. According to Bandyopadhyay et al.
(1999), the majority of dissolved solid material in
blood plasma is due to proteins. TP level in blood
plasma or serum, 3.5-5 g/dL is serum albumin while
2.5-3.2 g/dL comprise globulins. The liver is an im-
portant tissue for the synthesis of serum proteins,
and the level of serum proteins can be reduced in
some liver and kidney diseases. For these reasons,
some amino acids appear to be the main cause of
metabolic dysfunction in oxidative injury in liver and
kidney tissues.

Fluctuation in AST, ALT and ALP levels in the groups
in present study change the transport and membrane
permeability functions of these cells due to hepato-
cyte injury and as a result cause leakage of these
enzymes. Enzymes like AST, ALT and ALP are re-
leased into blood after liver and kidney injury and this
causes an increase in activity in serum samples
(Gokcimen et al., 2007). Studies of ALT, AST and
LDH enzymes reported that they are signs of cellular
injury in situations where intracellular values are
much higher than extracellular values or if there are
increases in the amounts of these enzymes in plas-
ma (El et al., 2002).

In this study, enzyme leakage occurring linked to
injury cause an increase in uric acid and creatinine
values in the stress, gundelia + stress and fluoxetine
groups. Elevated uric acid levels are a common find-
ing of chronic kidney disease. In the past, it was stat-
ed that elevated uric acid developed linked to reduc-
tions in excretion from the kidneys, while currently it
was revealed that uric acid simultaneously has an
active role in the formation and progression of kidney
injury (Borges et al., 2010). As markers of kidney
functions, urea, creatinine, BUN and uric acid levels
are measured in blood. These measurements provide
information about kidney functions (Soliman et al.,
2007). Serum urea, creatinine and uric acid levels
caused by the reduction in glomerular filtration are
proposed to begin to elevate linked to increases in
tubular reabsorption (Erdem et al., 2012).

According to the results of this study, Gundelia tour-
nefortii L. showed strong anxiolytic effect. Serum
biochemical analysis results showed that Gundelia
tournefortii L. does not affect blood biochemistry
when used alone or with chronic immobilization
stress; however, fluoxetine used clinically for anxiolyt-
ic aims elevated serum enzymes and lowered total
protein and albumin ratios. Additionally, fluoxetine
appeared to lower lipid peroxidation levels. In both
tissues, chronic immobilization stress appeared to
cause both increases and decreases in enzyme ac-
tivity levels. These results support the study by Zafir
and Banu (2007). In this study fluoxetine was identi-
fied to lower lipid peroxidation and protein oxidation
levels in depressive patients.
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Many studies have shown that limited stress causes
oxidative stress and thus causes imbalance in antiox-
idant status (Kovacheva-lvanova et al., 1994; QOishi et
al.,, 1999). Chronic immobilization stress is a good
model to observe the formation of oxidative stress
occurring in rat tissues. According to present results,
administration of Gundelia plant extract and fluoxe-
tine with immobilization stress affected antioxidant
enzyme activities and was understood to cause lipid
peroxidation in tissues and trigger free radical for-
mation. Immobilization stress was observed to in-
crease lipid peroxidation in both liver and kidney tis-
sue, while Gundelia tournefortii L. and fluoxetine low-
ered lipid peroxidation.

In conclusion, chronic immobilization stress caused
oxidative stress in liver and kidney tissue and admin-
istration of Gundelia tournefortii L. and fluoxetine was
understood to have positive effects on enzyme activi-
ty and MDA levels during injury to these tissues. The
study data shows that Gundelia tournefortii L. and
fluoxetine used as antidepressant had beneficial ef-
fects against the oxidative injury caused by experi-
mentally-induced stress. Additionally, Gundelia tour-
nefortii L. was identified not to affect motor activity,
but had anxiolytic effect according to the elevated
plus maze test results.
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Ozet: Bu galismada, Kayseri ve Nigde'de perakende olarak satisa sunulan bazi tiiketime hazir gidalarda Listeria mo-
nocytogenes varliginin arastiriimasi, tespit edilen izolatlarin molekiler karakterizasyonu ve antibiyotik direnglilik profil-
lerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla farkli dénemlerde olmak Uzere farkli satis noktalarindan 64 etsiz ¢ig
kofte, 54 mayonez bazl Rus salatasi ve 25 peynir tatlisi 6rnegi toplanmistir. Tiketime hazir gida numunelerinden kon-
vansiyonel yontemlerle Listeria monocytogenes izolasyonu gerceklestirilmigtir. Elde edilen Listeria spp. stpheli izolatlar
Microbact Listeria 12L Kit ile tir bazinda identifiye edilmistir. Fenotipik olarak L. monocytogenes oldugu belirlenen izo-
latlar Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile dogrulanmistir. Listeria monocytogenes izolatlarinin klonal yakinliklari
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC) PZR ile belirlenmis, ayrica Multipleks PZR (mPZR) yontemi ile
nesil ve serotip analizleri gergeklestiriimistir. izolatlarin antibiyotik duyarlilik profillerinin belilenmesinde disk difiizyon
metodu kullaniimistir. Calisma kapsaminda etsiz ¢ig kéfte numunelerinin sekizinden (%12.5) ve Rus salatasi érnekleri-
nin ise birinden (%1.85) L. monocytogenes izole edilmistir. Arastirilan peynir tatlisi érneklerinin higbirinde L. monocyto-
genes tespit edilmemistir. Yapilan ERIC PZR analizi sonucunda izolatlarin dért farkh tipte bant profili ortaya koyduklari
belirlenmistir. L. monocytogenes izolatlarinin nesillerinin belirlenmesi amaciyla yapilan Allelspesifik Oligonukleotid
(ASO) PZR analizinde tim izolatlarin birinci nesile ait olduklari; mPZR ile yapilan serotiplendirmede ise tim izolatlarin
4b serotipi oldugu ortaya konulmustur. Calisma kapsaminda elde edilen sekiz izolatin birinin ampisiline; birinin mero-
peneme, Uglnln eritromisine ve ikisinin ise trimetoprim/silfometaksazol’e direngli olduklari belirlenmistir. Bu ¢alisma
ile halk sagligi agisindan ciddi riskler olusturan ve etkin kullanilan antibiyotiklere kargi direng gosterebilen L. monocyto-
genes’in tiketime hazir gidalar araciligiyla dagilim gosterebilecedi belirlenmistir. Toplum tarafindan talep goren tu-
ketime hazir gidalarin Uretiminde, gida glivenligi yonetim sistemlerinin etkin sekilde kullaniimasi ve Uretim sonrasinda
olasI kontaminasyonlarin éniine gegilmesi amaciyla gida muhafaza ilkelerinin g6z 6niinde bulundurulmasi gerekmekte-
dir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik duyarlilik, Listeria monocytogenes, molekuler tiplendirme, tiketime hazir gidalar

Investigation of the Presence of Listeria monocytogenes in Ready-To-Eat Foods

Summary: In this study, it was aimed to investigate the presence of Listeria monocytogenes in ready-to-eat foods re-
tailed in Kayseri and Nigde province of Turkey and to determine the molecular characterization and antibiotic re-
sistance profiles of the detected isolates. For this purpose, 64 cigkdfte without meat, 54 mayonnaise based Russian
salads and 25 cheese desserts samples were collected from different sales points. Listeria monocytogenes isolation
was carried out by conventional method in ready-to-eat food samples. Obtained Listeria spp. isolates were identified by
species with the Microbact Listeria 12L Kit. Isolates phenotypically determined as L. monocytogenes were confirmed
by Polymerase Chain Reaction (PCR). Clonal relationship of L. monocytogenes isolates were revealed by Enterobacte-
rial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC) PCR, and lineage and serotype analyzes were performed by Multiplex
PCR (mPCR) methods. Disc diffusion method was used to determine the antibiotic susceptibility profiles of the isolates.
In the study, L. monocytogenes was isolated in eight of ¢igkofte samples (12.5%) and one of Russian salad samples
(1.85%). None of the cheese dessert samples were contaminated with L. monocytogenes. As a result of the ERIC PCR
analysis, it was determined that the isolates separated four different type of band profiles. In the Allelespecific oligonu-
cleotide (ASO) PCR analysis performed to determine the lineage of L. monocytogenes isolates, it was revealed that all
isolates belong to the Lineage |, and serotyping with mPCR, all isolates were determined as serotype 4b. One of the
eight isolates obtained in the study was resistant to ampicillin; one was resistant to meropenem, three to erythromycin
and two to trimethoprim/sulfamethoxazole. Within the study, it was determined that antibiotic resistant L. monocyto-
genes, can be distributed with ready-to-eat foods and poses serious risks in terms of public health. It is considered that
food preservation principles should be taken into consideration and using food safety management systems effectively
in the production process of ready-to-eat foods that are highly demanded by the society to prevent possible contamina-
tions after production.

Key words: Antibiotic susceptibility, Listeria monocytogenes, molecular typing, ready-to-eat foods
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Giris

Listeria monocytogenes, Ozellikle yashlar, hamile
kadinlar ve yeni doganlar da dahil olmak Uzere yUk-
sek riskli gruplarda enfeksiyonlara neden olabilen
Gram pozitif, cubuk sekilli, fakiltatif anaerob bir bak-
teridir. Listeriozis, Salmonella, Campylobacter veya
verotoksijenik Escherichia coli gibi diger gida kaynak-
II patojenlerin neden oldugu hastaliklar kadar yaygin
olmasa da, ylksek mortalite ile seyretmesi nedeniyle
ciddiyetini korumaktadir. Listeriozis, insanlarda septi-
semi, meningoensefalit, hamilelerde abort veya neo-
natal enfeksiyonlari seklinde ortaya cikabilmektedir
(Charlier ve ark., 2017). Bununla birlikte L. monocyto-
genes, ylksek diizeyde gevresel kontaminasyon gés-
terebilen ubikuter bir mikroorganizma olarak, ham
madde eldesi ve sonrasinda ¢apraz kontaminasyon-
lar ile Uretim, paketleme, nakliye ve depolama gibi
asamalarda gida Uretim zincirine kolaylikla dahil ola-
bilmektedir (Amajoud ve ark., 2018). Bu patojen bak-
teri dustk nem igerigi, yuksek tuzluluk orani, genis
pH arahdi gibi durumlarda ve soguk zincirde canhligi-
ni uzun slire koruyabilmekte ve gida igleme ile iligkili
stres faktorlerine karsi oldukga yiksek tolerans gos-
terebilmektedir (Chen ve ark., 2020; Cartwright ve
ark., 2013). Tim bu kosullar, pastorize edilmemis st
artnleri, et Urunleri, deniz dranleri ve sebzeler gibi
cok cesitli gida matrislerinde L. monocytogenes'in
canlihgini devam ettirmesini ve ¢ogalmasini sagla-
maktadir. Salginlar ve sporadik listeriozis vakalari,
genellikle uzun raf émriine sahip, buzdolabinda mu-
hafaza edilebilen ve tiiketiimeden &énce 1sil iglem uy-
gulanmayan tiuketime hazir gidalar ile iligkilendiril-
mektedir (EFSA, 2018).

Listeria tirleri icerisinde L. monocytogenes’in (ve
nadiren L. ivanovii'nin) insanlar ve hayvanlar igin pa-
tojen oldugu ve Gg¢ nesil halinde siniflandirildigr bildi-
rilmektedir. Nesil I'in 4b, 1/2b, 3b ve 3c serotiplerini;
nesil II'nin 1/2a, 1/2c, ve 3a serotiplerini ve nesil llI'Gin
ise 4a ve 4c serotiplerini igerdigi ortaya konmustur
(Nadon ve ark., 2001). Bununla birlikte birinci ve ikin-
ci nesil, barindirdiklari serotipler ile insan ve hayvan-
larda patojenite gosterebilirken Ill. nesilin insan listeri-
ozisi ile etiyolojik iligkisinin oldukga zayif oldugu bildi-
riimektedir (Ward ve ark., 2004; Jeffers ve ark.,
2001).

Bu calisma ile hassas grup bireylerde élimle sonug-
lanabilen enfeksiyonlara neden olan L. monocytoge-
nes’in tiiketime hazir gidalarda varliginin (i); elde
edilen izolatlarin klonal yakinliklarinin (ii); nesil ve
serotip dagihmlarinin (iii) ve antibiyotik duyarlilik pro-
fillerinin (iv) ortaya konulmasi amaglanmigtir.

Gereg ve Yontem

Tiiketime hazir gida numunelerinin
orneklendirilmesi

Calisma kapsaminda Mayis-Haziran 2018 aylarinda
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Kayseri ve Nigde’de bulunan bazi satis yerlerinden
Uretim tarihleri ve parti numaralari gozetilerek birer
haftalik araliklarla 64 etsiz ¢ig kofte, 54 Rus salatasi
ve 25 peynir tatlisi 6rnegdi toplandi. Kendi ambalajin-
da bulunan dérnekler direkt kendi ambalajiyla; diger
tipteki numuneler ise sizdirmaz steril numune poset-
lerine alindi. Tim 6rnekler soguk zincir altinda labo-
ratuvara getirilerek ayni giin analize tabi tutuldu.

Calismada kullanilan pozitif kontroller

Calismada elde edilen supheli izolatlarin dogrulan-
masinda; L. monocytogenes N7144, nesil belirlenme-
si ve serotiplendirmede ise L. monocytogenes RSKK
472 ve RSKK 476 referans suslari kullanildi. Nesil Il
igin ise Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida
Hijyeni ve Teknolojisi kiltlr koleksiyonunda bulunan
daha 6nce dogrulanmig, L. monocytogenes Klinik
olarak elde edilmis insan izolati kullanildi.

Listeria monocytogenes
identifikasyonu

izolasyonu ve

Calisma kapsaminda temin edilmis gida numunele-
rinde Listeria spp. varhginin belirlenmesi amaciyla
ISO 11290-1/2017 horizontal metodu takip edildi
(ISO, 2017). Listeria monocytogenes siipheli koloniler
Gram boyama ve hareket muayenesine tabi tutuldu.
ISO kapsaminda yapilmasi zorunlu kilinan biyokim-
yasal testler icin kanl agarda ve 37 °C’'de 24 saat
inklbe edilerek taze kiltlre edilmis izolatlar, Micro-
bact 12L test kiti (Oxoid, ingiltere) ile biyokimyasal
(Esculin, Mannitol, Ksiloz, Arabitol, Ribose, Rhamno-
se, Trehalose, Tagatose, Glucose-1-Phosphate,
Methyl-D-Glucose, Methyl D-Mannose, Hemolysis)
acidan degerlendirildi.

Molekiiler Karakterizasyon
DNA izolasyonu

Kanl agarda taze kiultire edilmis stpheli izolatlardan
total genomik DNA izolasyonu Instagene Genomic
DNA Ekstraksiyon kiti (Bio-Rad, ABD) kullanilarak
Uretici firmanin 6nermis oldugu protokol dogrultusun-
da gergeklestirildi. Elde edilen gDNA konsantrasyon-
lar (ng/uL) Qubit 3.0 fluorometre (Thermo Fisher,
ABD) kullanilarak belirlendi ve PCR analizleri gercek-
lestirilene kadar gDNA izolatlari -20 °C’de muhafaza
edildi.

Listeria monoctogenes izolatlarinin PZR ile
dogrulanmasi

Calisma kapsaminda elde edilmis olan L. monocyto-
genes izolatlarinin dogrulanmasi amaciyla Border ve
ark. (1990) tarafindan bildirilmis olan primer ¢ifti kulla-
nildi (Tablo 1). Calismada gergeklestirilen tim PZR
analizlerinde DreamTaq Hot Start PCR (2x) Master
Mix (Thermo Fisher, ABD) Ureticinin 6nerileri dogrul-
tusunda kullanildi. DNA amplifikasyonunda 95°C’de 2
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Tablo 1. Calisma kapsaminda kullanilan primerler
Kullanim amaci Primer Dizi (5’-3’) Uriin (bp) Literatiir
L. monocytogenes LM1 CCTAAGACGCCAATCGAA 702 Border ve ark.
dogrulanmasi LM2 AAGCGCTTGCAACTGCTC (1990)
actATT AATAACAACAGTGAACAAAGC
actAl-r TATCACGTACCCATTTACC 373
Nesil belirlenmesi 5o TTTGCTACCATGTCTTCC 564 (2004)
actA3-f CGGCGAACCATACAACAT
plcB3-r TGTGGTAATTTGCTGTCG 2r
Imo0737f  AGGGCTTCAAGGACTTACCC
Imo0737-r  ACGATTTCTGCTTGCCATTC 691
Imo1118f  AGGGGTCTTAAATCCTGGAA
Imo1118-r  CGGCTTGTTCGGCATACTTA 906
o  ORF2819f AGCAAAATGCCAAAACTCGT Doumith ve ark.
Serofip belirlenmesi  oreogqg.r  CATCACTAAAGCCTCCCATTG A1 2004
ORF2110-f  AGTGGACAATTGATTGGTGAA
ORF2110-r  CATCCATCCCTTACTTTGGAC 597
prs-f GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG
prs-r CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG 370

dakika 6n denatiirasyon isleminden sonra 95 °C’de
30 saniye, 54 °C’de 30 saniye, 72°C’de 1 dakika (35
siklus) ve 72 °C’de 10 dakika son uzama uygulandi
(Arktic™ Thermal Cycler; Thermo Fisher, USA). Ca-
lismanin tamaminda elde edilen amplikonlar GelRed
Nukleik Asit Jel Boyasi (Biotium, USA) ile hazirlanan
%1.5’lik agaroz jele ylklenerek 120 voltta 45 dakika
elektroforez iglemine tabi tutuldu ve Chemidoc XRS+
jel dokiimantasyon sistemi (Bio-Rad, ABD) ile goriin-
tulendi.

Allelspesifik Oligoniikleotid (ASO) PZR

Calisma kapsaminda elde edilmis olan L. monocyto-
genes izolatlarinin nesillerinin belirlenmesi amaciyla
Ward ve ark., (2004) tarafindan dizayn edilmis primer
ciftleri kullanilarak mPZR analizi gerceklestirildi
(Tablo 1). Bu amagla gergeklestirilen amplifikasyon-
da; 95°C’de 2 dakika 6n denatiirasyon isleminden
sonra 95°C’de 30 saniye, 53°C’de 30 saniye, 72°C’de
1 dakika (35 siklus) ve 72°C’de 10 dakika son uzama
uygulandi (Arktic™ Thermal Cycler; Thermo Fisher,
USA).

Serotiplendirme

Listeria monocytogenes izolatlarinin serotiplendiril-
mesinde Doumith ve ark., (2004) tarafindan ortaya
konulmus mPCR protokoli takip edildi (Tablo 1). Bu
amagcla gerceklestirilen amplifikasyonda; 95°C’'de 2
dakika 6n denatiirasyon isleminden sonra 95°C’'de 30
saniye, 56°C’'de 30 saniye, 72°C’de 1 dakika (35 sik-
lus) ve 72°C’de 10 dakika son uzama uygulandi
(Arktic™ Thermal Cycler; Thermo Fisher, USA).

Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
(ERIC) PZR

Calismada izole edilen L. monocytogenes izolatlari-
nin klonal yakinliklarinin belirlenmesi amaciyla Ver-
salovic ve ark. (1991) tarafindan bildiriimis ERIC PZR
primer cifti (ERIC-1, ERIC-2) ve protokoli takip edildi
(Tablo 1). Amplifikasyon sonrasi elde edilen PZR
ardnleri, %2’lik agaroz jelde 1 saat elektroforeze tabi
tutuldu ve olusan bant profilleri jel dokimantasyon
sisteminde (Image Lab Software 6.0; Bio-Rad, ABD)
analize tabi tutuldu. Bant profillerinin benzerlik in-
dekslerinin belirlenmesi amaciyla agik erisimli Dend-
roUPGMA uygulamasi kullanildi (Garcia-Vallve ve

Tablo 2. Tiketime hazir gidalardan elde edilen Listeria spp. izolatlarinin tirler bazinda dagilimi

izolatlarin tiir dagilimi (%)

Gida N L. monocytogenes* L. innocua L. welshimeri L. ivonovii L. grayi
Etsiz cigkofte 64 7 (10.9) 2(3.12) 4 (6.25) 1(1.56) 2(3.12)
Rus salatasi 54 1(1.85) 2 (3.70) - 1(1.85) 2(3.70)
Peynir tatlisi 25 - - - - -

N: Numune sayisi; *: PCR ile dogrulanan veriler; -:Tespit edilmedi.
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Sekil 1. Listeria monocytogenes izolatlarinin dogru-
lanmasi amaciyla elde edilen jel elektroforez goriintui-
si M: Molekiler marker (GeneRuler 100 bp Plus
DNA Ladder; Thermo, ABD); L1: L. monocytogenes
N7144; L2-L8: L. monocytogenes gigkofte izolatlari;
L9: L. monocytogenes Rus salatasi izolati; L10: Ne-
gatif Kontrol (Distile su)

ark., 1999). Normallestirmeden sonra, en Ust pozis-
yona dayali profil benzerlikleri, 100 tekrarli olarak
Jaccard benzerlik katsayisi kullanilarak hesaplandi.
Elde edilen Newick formatindan dendogramin gorsel-
lestiriimesi igin, acik erigimli iTOL (versiyon 5) progra-
mi kullanildi (Letunic ve Bork, 2019).

Antibiyotik duyarlilik testi

izolatlarin antibiyotik duyarlilik profilleri Avrupa Anti-
mikrobiyel Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST) tara-
findan Onerilen disk diffuzyon ydntemi kullanilarak
gercgeklestirildi (EUCAST, 2018). Bu amagla ampisilin
(2 mg), meropenem (10 mg), eritromisin (15 mg) ve
trimetoprim-sulfametoksazol (1.25-23.75 mg) diskleri
kullanildi.

Bulgular

Calismada incelenen 64 etsiz ¢igkdfte numunesinin
16’sindan, 54 Rus salatasi numunesinin ise altisin-
dan (%11.1) Listeria spp. izole edildi. incelenen pey-
nir numunelerinde ise Listeria spp. kontaminasyonu
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Sekil 2. Listeria monocytogenes izolatlarinin nesil ve
serotiplerinin belilenmesinde elde edilen jel elektro-
forez gorintiisi. M: Molekiler marker (GeneRuler
100 bp Plus DNA Ladder; Thermo, ABD); L1: L. mo-
nocytogenes RSKK 472 (Nes 1); L2: L. monocytoge-
nes insan izolati (Nes 2); L3: L. monocytogenes
RSSK 476 (Nes 3); L4-L10: L. monocytogenes ¢ig-
kofte izolatlari (Nes 1); L11: L. monocytogenes Rus
salatasi izolati (Nes 1); L12-L18: L. monocytogenes
cigkofte izolatlar (4b); L19: L. monocytogenes Rus
salatasi izolati (4b)

belirlenmedi. Listeria spp. olarak izole edilen tim
supheli izolatlar L. monocytogenes agisindan deger-
lendirildi. Yapilan incelemede etsiz ¢ig kofte izolatlari-
nin yedisi (%10.9); Rus salatasi izolatlarinin ise biri
(%1.85) L. monocytogenes olarak dogrulandi. Calig-
ma kapsaminda biyokimyasal ve molekiler olarak
tanimlanan Listeria turlerinin dagihmi Tablo 2'de; L.
monocytogenes izolatlarinin elektroforez gorintisu
ise Sekil 1’de gosterilmektedir.

Molekiiler ve biyokimyasal yontemlerle ile dogrulanan
L. monocytogenes izolatlarinin ASO PCR ve mPCR
ile sirasiyla nesil ve serotip analizleri gerceklegtirildi.
incelenen sekiz izolatin tamaminin birinci nesile dabhil
olan 4b serotipi oldugu ortaya kondu. Nesil ve serotip
belirlenmesi sonucu elde edilen elektroforez goérinti-
su Sekil 2'de gdsterilmektedir. Elde edilen izolatlarin
klonal yakinliklarinin belirlenmesi amaciyla gergek-
lestirilen ERIC PCR analizinde izolatlarin doért ayri
ERIC tipte dagilim gosterdikleri belirlendi. Yapilan
analiz ile cigkofte izolatlarinin, Rus salatasi izolatin-
dan farkl olarak ayni kimede U¢ ayri ERIC tipte ol-
duklari belirlendi. ERIC PCR ile elde edilmis olan
dendogram ve izolatlarin genel 6zellikleri Sekil 3'de
verilmektedir.

ERIC Tip Nesil Serotip Kaynak
1 1 4b (4d, 4e) Rus Salatasi
2 1 4b (4d, 4e)  Cig kofte
2 1 4b (4d, 4e)  Cig kofte
3 1 4b (4d, 4e)  Cig kofte
3 1 4b (4d, 4e)  Cig kofte
4 1 4b (4d, 4e)  Cig kofte
4 1 4b (4d, 4e)  Cig kofte
4 1 4b (4d, 4e)  Cig kofte

Sekil 3. L. monocytogenes izolatlarinin ERIC PCR profilleri ve bazi 6zellikleri
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Direnclilik
|
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|zolat sayisi
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AMP E Antibiyotik MEM SXT
Sekil 4. Listeria monocytogenes izolatlarinin antibiyo-
tik direnclilik durumlari. AMP: Ampisilin (2 mg), MEM:
Meropenem (10 mg), E: Eritromisin (15 mg) ve SXT:
Trimetoprim-sulfometaksazol (1.25-23.75 mg); R:
Direngli; S: Duyarh

Calismada yapilan antibiyotik duyarlilik analizleri
neticesinde, birer izolatin ampisiline ve meropeneme
direngli olduklari belirlendi. Ug izolatin eritromisine ve
ikisinin ise trimetoprim/sulfametoksazol'’e direngli
olduklari belirlenmigtir. izolatlarin antibiyotik duyarlilik

profillerini gosteren grafik Sekil 4’de gosterilmektedir.
Tartisma ve Sonug

Listeria monocytogenes, insanlarda ve gesitli hayvan
turlerinde ciddi, sporadik enfeksiyonlara neden olan
onemli bir etkendir. DUgUk bir insidensle gériimesine
ragmen listeriozisin risk grubunda bulunan bireylerde
yaklasik %30’lara varan 6lim oranina sebep olmasi
hastaligin ciddiyetini ortaya koymaktadir (Rantsiou ve
ark., 2008; Hein ve ark., 2001). Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezi (CDC, ABD) tarafindan yayinlanan
rapora gore 2017-2019 yillari arasinda ABD’de 24
listeriozis salgini gelismis, salginlarda 22 bireyin has-
tanede tedavi edildigi ve iki vakanin 6limle sonuclan-
dig1 bildiriimistir (CDC, 2020). Listeria spp. kaynakl
enfeksiyonlarin blyik cogunlugunun (%99) gida kay-
nakli oldugu ve o6zellikle g¢ocuklar, yaslilar, immun-
supresif hastalar ve hamileler gibi hassas grup birey-
lerde invaziv listeriozis prognozunun oldukga koti
oldugu vakalarda 6nemli diizeyde 6limle sonuglana-
bildigi bildiriimektedir (Schlech, 2000). Bu sebepten
otlru gelismis Ulkelerin ¢ogunda oldugu gibi Turki-
ye’de de L. monocytogenes Turk Gida Kodeksi Mik-
robiyolojik Kriterler Yénetmeliginde “Sifir Tolerans”
olarak siniflandiriimis ve 25 g gida numunesinde
bulunmamasi gerekliligi bildirilmigtir (TGK, 2011).

Calismada incelenen ¢ig kofte oOrneklerinin %
10.9’unun, Rus salatasi orneklerinin ise 1.85’inin L.
monocytogenes ile kontamine oldudu belirlenmigtir.
Gurler ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir ¢galismada
49 cigkofte orneginde L. monocytogenes tespit edil-
memisken, Rus salatasi érneklerinin %8.6’sinda be-
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lirlenmistir. Mercanoglu Taban (2012) tarafindan ya-
pilan calismada ise etsiz cigkofte orneklerinin %
17.7’inin L. monocytogenes pozitif oldugu bildirilmek-
tedir. Yapilan bir baska calismada ise etsiz ¢ig kofte
numunelerinde %1.4 duzeyinde L. monocytogenes
kontaminasyonu oldugu bildiriimektedir (Ghazzi ve
ark., 2018). Balikesir bdlgesinden toplanan tiketime
hazir gidalarin incelendigi bir calismada 20 Rus sala-
tasi ve 15 adet peynir tabanli hésmerim tatlisinda da
bu calisma ile paralel olarak, L. monocytogenes tes-
pit edilimemistir (Gékmen ve ark., 2016). Bu ¢alisma-
larin blaylk cogunlugunda Turkiye'de tiketime hazir
gidalarin L. monocytogenes agisindan halk saghgini
tehdit ettigi gérilmektedir. Bu sebeple ilgililer tarafin-
dan uretim hatlar ve perakende satis yerlerinde gida
denetimlerinin sikilastiriimasi gerekmektedir.

Gida kaynakli listeriozis salgin ve vaka sayilarinin
etkili olarak azaltilabilmesi i¢in etkenin epidemiyolojik
ve ekolojik 6zelliklerinin molekuler seviyede belirlen-
mesi ve kaynak-etken iligkisinin bilimsel olarak agiga
¢ikariimasi gerekmektedir. Bu sebeple Ulke genelinde
gidalardan ve cevresel Orneklerden izole edilen et-
kenlerin akrabaliklarinin belilenmesi, alt tiplendirme
yontemleri ile etkenin molekiler olarak karakterize
edilmesi 6nem tasimaktadir. Artan molekiler gals-
malar, listeriozise sebep olan etkenin nesil ve serotip
ozelliklerine bagli olarak konak spesifite ve patojenite
bakimindan degiskenlik gosterdigini ortaya koymak-
tadir. Bu sebeple gidalardan izole edilen L. monocy-
togenes izolatlarinin insan listeriozisinden sorumlu
nesil ve serotipik 6zellikte olup olmadiginin belirlen-
mesi énemli hale gelmistir. insan listeriozisin baslica
sorumlusu olarak birinci nesilden gelen L. monocyto-
genes 4b serotipi oldugu ancak nesil I'e mensup se-
rotip 1/2b ve nesil I'ye mensup serotip 1/2a’nin da
bazi salginlara yol actigi bilinmektedir (Orsi ve ark.,
2011). Bu sebepten oturi galismada izole edilen L.
monocytogenes’lerin insanlarda listeriozisin en 6nem-
li serotipi olan 4b olarak identifiye edilmis olmasi halk
saghgi acisindan endise vericidir.

Bu c¢alisma bulgulari, Kayseri ve Nigde’'de bulunan
perakende satis yerlerinden toplanan bazi tiiketime
hazir gidalarin L. monocytogenes’le kontaminasyon
dizeylerini ve elde edilen izolatlarin molekdler karak-
terizasyonlarini ortaya koymaktadir. Bu ¢alismada isil
islem uygulanmadan direkt olarak tiketilen gidalarda
L. monocytogenes kontaminasyonu saptanmasi, s6z
konusu Urlnlerin listeriozise iligkin tehlike arz ettikleri-
ni ortaya koymaktadir. Ozellikle yiiksek diizeyde cev-
resel kontaminasyon gdsteren Listeria tiirlerinin gida
Uretim tesislerinde, gida isleme prosesinin her basa-
maginda gidalari kontamine edebilecegi distinilmek-
tedir. HACCP (Hazard Analysis and Critical Control
Point) ve SOPs (Sanitation Standard Operating Pro-
cedures) gibi gida guvenligi yonetim sistemlerinin
gida zincirinin basindan sonuna kadar ciddiyetle takip
edilmesi gerekmektedir. Gida Uretiminde kaliteli ham-
madde kullanilmasi, toplama, isleme, tasima ve satis
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esnasi dahil tim hat boyunca hijyenik kurallara uyul-
masi, islenmis Urtnlerin dogru muhafaza edilmesi ve
gida ile temasin bulundudu tum ortamlarda hijyen
prensiplerinin uygulanmasi gerekmektedir. Ayrica
gida zincirinin her basamaginda rol alan personelin,
gida glvenligi konusunda akademik uzmanliklan
bulunan bireyler tarafindan periyodik olarak egitime
tabii tutulmasi hususunda otorite tarafindan adimlar
atilmalidir.
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Ozet: Bu galismada, karbon tetrakloriir (CCl,) ile akut karaciger hasari olusturulan ratlarda nar gekirdegi yaginin (NCY)
karaciger dokusunda olusabilecek lezyonlar tzerine koruyucu etkisi, hlicresel apoptozda kaspaz aktivasyonlari, serum
Alanin Amino Transferaz (ALT) aktivitesi, trigliserit, total protein, albimin, total kolesterol diizeyleri ve karaciger malon-
dialdehit (MDA) diizeyi degerlendirildi. Calismada 32 adet rat, her grupta 8 adet olmak (izere 4 gruba ayrildi. ik grup
kontrol olarak belirlendi. Ikinci gruba 4 hafta her giin 2 mi/kg/canli-agirlik dozunda NCY gavaj ile verildi. Uglincii gruba
1:1 oraninda misir yagi ile dilie edilen 1.0 mi/kg/canh-agirlik iki doz CCl,ilk hafta 3 gliin ara ile intraperitoneal olarak
enjekte edildi. Dordiinct gruba 2 ml/kg/canhi-agirhk dozunda NCY 4 hafta her giin, gavaj ile verilirken ilk hafta 3 glin
ara ile 2 doz intraperitoneal 1 ml/kg/canli-agirlik, dilie edilmis CCl, uygulandi. Kontrol gruplarinda normal karaciger
doku yapisi gozlenirken; CCl, grubunda hepatositlerinde yogun makro ve mikrovezikiler yaglanma, portal bolgede ve
parankimde gogunlugu lenfositlerden olusan mononiiklear hiicre infiltrasyon alanlari ile nekrotik degisiklikler goraldi.
NCY uygulamalarinda histopatolojik degisiklikler CCl, grubuna gére kismen azalirken, kaspaz 3 ve 9 aktivitesi de sinirli
sayida azaldi. CCl, ile artis gOsteren ALT aktivitesi NCY uygulamasi ile énemli diizeyde disiis (P<0.05), serum total
protein degerlerinde artis (P<0.001) gozlendi. CCl,uygulanmasi karaciger MDA diizeyini énemli diizeyde artirirken
(P<0.001), NCY’nin uygulamalari istatistiki dnemde etkilemedi. Sonug olarak; CClile birlikte NCY verilen deney grup-
larinda karaciger hasarina karsi histopatolojik degisiklikler Uzerinde olumlu etkisi gdézlenmemesine karsin, bazi biyo-
kimyasal degerleri kontrol grubu degerlerine yaklastirdigindan, kismen iyilestirici bir etkisinin olabilecegi, ancak bu
iyilesmenin karaciger dokusundaki hasara yansimadigi disinulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Histopatoloji, immunhistokimya, karbon tetraklorir, nar gekirdegi yagi, rat

The Effects of Pomegranate Seed Oil on Acute Liver Damage Induced Carbon Tetrachloride in Rats and
Determination of Hepatic Apoptosis and Caspase Activity

Summary: In this study, the protective effect of pomegranate seed oil (PSO) on liver tissue lesions in rats induced by
carbon tetrachloride (CCl,) in acute liver injury, caspase activations in cellular apoptosis, serum Alanine Amino Trans-
ferase (ALT) activity, triglyceride, total protein, albumin, total cholesterol levels, and liver malondialdehyde (MDA) levels
were evaluated. Thirty-two rats were divided into four groups as 8 rats in each group. The first group was determined
as control. The second group was given 2 ml/kg/body-weight PSO gavage daily for 4 weeks. In the third group, 1.0 ml/
kg/ body-weight of two doses of CCl, diluted 1:1 with corn oil was injected intraperitoneally at 3 days intervals in the
first week. The fourth group received 2 mi/kg/body- weight PSO every day for 4 weeks by gavage and 2 doses intraper-
itoneally 1 ml/kg/body-weight, diluted CCl, at 3 days intervals in the first week. While normal liver tissue structure was
observed in the control groups; In the CCl, group, intense macro and microvesicular steatosis of hepatocytes, mononu-
clear cell infiltration areas mostly composed of lymphocytes in the portal region and parenchyma and necrotic changes
were observed. Histopathological changes in PSO applications were partially decreased compared to the CCl,4 group,
while caspase 3 and 9 activity decreased to a limited number. ALT activity increased with CCl, and decreased with
PSO application (P<0.05) and increased serum total protein values (P<0.001). While the administration of CCl, signifi-
cantly increased liver MDA levels (P<0.001), it was not significantly affected by the application of PSO. As a result;
although there was no positive effect on histopathological changes against liver damage in experimental groups given
PSO with CCl, since it brings the biochemical values closer to the control group values, it is thought that it may have a
partially curative effect, but this improvement does not reflect the damage in liver tissue.
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bilinmektedir (Recknagel ve ark., 1989). Olusan ser-
best radikal tlrevleri, hlicre membranindaki doyma-
mis yag asitlerine etki ederek lipid peroksidasyonu
olusturarak etki gdstermektedirler (Basu, 2003; Reck-
nagel ve ark., 1989).

Dogal antioksidantlarin en énemli gruplarini olusturan
fenolik maddeler; flavonoidler, sinnamik asit tlrevleri,
kumarinler, tokoferoller ve fenolik asitlerdir (Moure ve
ark., 2001; Naczk ve Shahidi,2004). Lipid oksidasyo-
nun geciktiriimesi bakimindan biberiye, adacgayi, ke-
kik, keten tohumu yagi, sarimsak, zeytin yapragi, nar
cekirdegi ve cay ekstraktlari bilesimlerindeki fenolik
bilesiklerden dolay! dogal antioksidan olarak kullanil-
maktadirlar (Namiki, 1990). GUinumuzde halk hekimli-
ginde hastaliklardan korunmak igin, nar (Punica gra-
natum) orta dogudaki birgok kiltirde kullaniimaktadir
(Gurib-Fakim, 2006). Nar suyunun, kabugunun ve
yaginin, degisik mekanizmalarla ¢cok sayida terapétik
yarar saglamasi ile birlikte birgok arastirmaci hicre
siklusunu, invazyon ve anjiyogenezi engelleyerek
antikarsinojen, antioksidan ve anti-inflamatuvar 6zel-
liklere odaklanmistir (Lansky ve Newman, 2007). Nar
suyundaki temel antioksidanlardan fenolik yapidaki
hidrolize edilebilir antosiyaninler, polifenoller, katesin-
ler, gallik ve ellagik asitler olup, bu antioksidanlar
nitrik oksidin oksidatif yikimini 6nleyerek etki eder-
ken, anti-inflamatuvar etkilerinin de oldugu goriimis-
tur (Noda ve ark., 2002).

Bu calismada, karbon tetraklortr (CCly) ile akut kara-
ciger hasari olusturulan ratlarda, Nar Cekirdegi Yagi
(Punica granatum Oleum)'nin (NCY) karaciger doku-
sunda olugabilecek lezyonlar tzerine koruyucu etkisi,
hicresel apoptozun immunohistokimyasal yéntemle
[anti kaspaz 3 (aktif), 8 ve 9 antikorlari] degerlendiril-
mesi ve serum Alanin Amino Transferaz (ALT) aktivi-
tesi, ftrigliserit, total protein, albimin ve kolesterol
duzeyleri ile karaciger Malondialdehit (MDA) dizey-
lerinin belirlenmesi amaglandi.

Gereg ve Yontem

Calismada kullanilan nar ¢ekirdegi yagi (NCY), ticari
olarak BUKAS firmasindan temin edilmistir. Arastirma
icin Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurul Komitesinden 13.01.2016 tarihinde 16/008 sayi
ile onay alindi. Calismada Erciyes Universitesi Tip
Fakultesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Aras-
tirma Merkezi (DEKAM)'nden temin edilen 200-250g
agirhginda, 32 adet Wistar albino rat kullanildi. Her
grupta 8 hayvan olmak lizere 4 grup olusturuldu. Ca-
lismada kullandigimiz karbon tetraklortrir dozu
Gram Yaman ve ark., (2018)'nin c¢alismasina gore
1.0 ml/kg/canli agirlik CCl4 olarak belirlenirken, NCY
dozlar ise Melo ve ark., (2015) ve Sarica ve Liman
(2016)'nin galismalarina goére 2 ml/kg/canli agirlik
dozunda belirlendi. ilk grup kontrol olarak belirlendi
ve % 0.9 NaCl (1ml/kg/canli agirlik); ikinci gruba 4
hafta her giin sirasi ile 2 ml/kg/canh agirlik dozunda
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NCY gavaj ile verildi. Ugiincii gruba 1:1 oraninda
misir yagi ile dilie edilen 1.0 mi/kg/canh agirlik iki
doz CClyilk hafta 3 gln ara ile intraperitoneal (ip)
olarak enjekte edildi. Dordliinci gruba 2 mi/kg/canli
agirlik dozunda NCY 4 hafta her glin, gavaj ile verilir-
ken ilk hafta 3 guin ara ile 2 doz intraperitoneal (ip) 1
mi/kg/canh agirlik, 1:1 oraninda misir yagi ile dilie
edilen CCl4 uygulandi. Calisma gruplarindaki ratlarin
son uygulamadan 24 saat sonra intramuskuler 80
mg/kg ketamin (alfamine, 100 mg/ml, Ata-Fen) ve
intraperitonal 12 mg/kg ksilazin (alfazyne, 20 mg/ml,
Ata-Fen) (Green ve ark., 1981) ile anestezi saglan-
diktan sonra gégus ve karin bosluklari acilip, intra-
kardiyak kan 6rnekleri antikoagulantli ve antikoagu-
lantsiz tlplere alinarak nekropsileri yapildi. Alinan
kan 6rnekleri 3000 rpm'de 10 dk santrifiij edilerek
plazma ve serumlari ayrildi. Alinan tim doku 6rnekle-
ri 15tk mikroskobik incelemeler i¢in % 10’luk tamponlu
nétral formalin sollisyonuna konuldu (Luna, 1968).
Karaciger dokusunun bir kismi MDA belirlenmesi
amaciyla calisma giiniine kadar -80°C'de saklandi.
Ayrilan plazma ve serumlar analiz igin -20°C'de sak-
landi. Serum ALT aktivitesi, trigliserit, total protein,
albiimin ve kolesterol diizeyleri Erciyes Universitesi
Tip Fakiltesi Hastaneleri Merkez Laboratuvari, Klinik
Biyokimya boéliminde Roche Cobas 8000 marka
otoanalizatérde ticari kitler (Roche Cobas Kit-Isvigre)
kullanilarak belirlendi. Karaciger dokusu MDA duzey-
leri ticari kit (Cayman, USA) kullanilarak ELISA ciha-
zinda (uQuant Bio-Tek) belirlendi. Doku takip islemle-
ri tamamlanan karaciger ait doku 6rnekleri parafine
goémiuldu. Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom
yardimiyla 5-uym kalinhginda kesitler lamlara alindi.
Rutin Hematoksilen-Eosin (HxE) ile boyandi (Luna,
1968) Dokulardaki kaspaz aktivitesini gostermek igin
Streptavidin Biotin Kompleks Peroksidaz (ABC-P)
teknigi, ticari kitte (Zymed, Histostain Plus Kit, Califor-
nia, USA) éngoérilen standart prosedire goére yapildi.
Primer antikor olarak anti caspase-3 (aktif) (Novus
NB100-56113) (sulandirma orani 1/2000), anti caspa-
se-8 (Abcam ab25901) (sulandirma orani 1/100) ile
anti caspase-9 (Abcam ab25758) (sulandirma orani
1/100) kullanildi. Negatif kontrol olarak dokulara PBS
(pH 7.4), pozitif kontrol olarak primer antikorlarin Gre-
tici firmalarinin 6nerdigi kontrol dokularina primer
antikorlar uygulandi. Pozitiflik DAB kromojen ile tespit
edildi. Zemin i¢cin Mayer Hematoksilen kullanildi. Yag
boyasi i¢in % 10’luk tamponlu nétral formalin solls-
yonunda saklanan karaciger dokulari, Osmium tetrok-
sit (OsQ,) soliisyonuna aktarildi. 8 saat bu sollisyon-
da bekletilerek yag dokusunun tespit olmasi saglan-
diktan sonra rutin doku takibi islemlerinden gegirile-
rek HXE boyama yapildi (Luna, 1968). Hematoksilen-
Eozin ile boyanan kesitlerde hepatositlerde yaglan-
ma, yangi, nekroz ve fibrozis semikantitatif olarak
degerlendirildi. Semikantitatif yontemde, her karaci-
ger igin her bir kesitte 10 farkli alanda 10’luk ve 20’lik
objektifte sayilip s6zl edilen her bir hasar parametre-
si ikiger patolog tarafindan ortalama deger alinarak



Erciyes Univ Vet Fak Derg 2020; 17(2): 156-163

skorlandi ve yuzdelik degerler hesaplandi. Yaglanma
eger karaciger hicrelerinin %33’'inden az ise 1
(hafif), %33-66 arasi ise 2 (orta) ve %66'dan fazla ise
3 (siddetli) olarak kabul edildi. inflamasyon, nekroz ve
fibrozis 0-3 arasinda derecelendirildi (yok=0, hafif=1,
orta=2, siddetli=3). Biyokimyasal verilerin istatistiki
analizleri ve karaciger yangi yaglanma nekroz ve
fibrozis skor degerleri gruplar arasinda karsilastirildi-
ginda Kruskal Wall's test, farkhihidin énemli ciktigi
durumlarda Bonferoni dizeltmeli Mann Whitney U
testi ile yapildi.

Bulgular
Klinik bulgular

Calismada; kontrol ve NCY gruplarindaki ratlarda her-
hangi bir klinik bulgu gérilmezken, CCls ve CCl4+NCY
gruplarindaki ratlarda en belirgin olarak halsizlik, istah-
sizlik, kilo kaybi, sendeleyerek yirime ve agin tikirik
salgisi gibi klinik bulgular gézlendi.

Histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgular

Kontrol (Grup 1) ve NCY (Grup 2) gruplari; ratlarin
histopatolojik muayenesinde karaciger doku érnekle-
rinin normal yapida olduklari gortlda (Sekil 1 A,D).
Ayni doku kesitlerine osmium tetroksit ile yapilan
boyamada hepatositlerde yagd belirlenemedi. Grupla-
ra ait karaciger doku kesitlerinden yapilan histolojik
hasar skorlamasinda; fibrozis, yaglanma, yangi ve
nekroz parametreleri agisindan hasar skoru sifirdi
(Tablo 1). Karacigerlerinden hazirlanan doku kesitle-
rinde Kaspaz 8de boyanma negatifti. Ancak normal
apoptoza maruz kalan az sayida hepatositte kaspaz
3 ve kaspaz 9'da pozitiflik tespit edildi. Pozitif hlicre-
lerde sitoplazma kahverengi boyanmis oldugu goériil-
di (Sekil 1 B,C,E,F)

Bl
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Sekil 1. A. Kontrol grubu, D. Nar ¢ekirdegi yagi grubu, kara-
cigerlerin normal histolojik gérunimu. Karaciger, HxE,
x100. B. Kontrol grubu, E.Nar ¢ekirdegi yagi grubu, hepato-
sitlerin kaspaz 3 pozitif gérunimu (oklar). ABC-P. x200. C.
Kontrol grubu, F.Nar cekirdegi yadi grubu, hepatositlerin
kaspaz 9 pozitif gorinimu (oklar). ABC-P, x200

Karbon tetrakloriir grubu (Grup 3); karaciger doku
kesitlerinin histopatolojik incelemesinde hepatositler-
de yogun makro ve mikrovezikiler yag vakuolleri
goruldu (Sekil 2A). Bu vakuoller parankimdeki hepa-
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tositlerin gogunda saptandi. Bu alanlarda remark
kordonlari yapisi bozulmustu. Ozellikle portal bélgele-
re yakin alanlarda, lenfositten zengin mononiklear
hiicre infiltrasyonlar ile kupffer hiicrelerinde sayica
artis ve fokal kanama alanlarn gorulirken (Sekil 2B),
seyrek olarak benzer hicre infiltrasyonlarina yaglan-
ma alanlarinin periferinde ve ayni zamanda homojen
bir goriinim gdstermedidi icin tam olarak siniflandiri-
lamayan genis nekrotik alanlarda da dikkati ¢cekmistir.
Nekrotik alanlarin tim parankime yayildigi ve pembe
homojen bir kitleye dénustugu gorulmustir. Bu alan-
larda hepatositlerin stoplazmalarinda mikrovezikiler
yag vakuolleri belirgin olarak dikkati gekmekteydi. Bu
gruba ait hasar skorunun kontrol ve NCY gruplarin-
dan siddetli ve istatistiksel olarak anlamli oldugu go-
ruldi (Tablo 1).

Karaciger doku kesitlerine yag boyasi (Osmium tet-
roxide method for fat) ile hepatosit sitoplazmalarinda
makro-mikro yag vakuollerinin siyah renkte boyandigi
dikkati cekti (Sekil 2C).

Karaciger doku kesitlerinin immunhistokimyasal de-
gerlendirmesinde; yag vakouolleri bulunan hepatosit-
lerin periferinde kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 im-
munpozitif hepatositler tespit edildi. Pozitif hlicrelerde
hepatosit sitoplazmalarinin kahverengi
gozlendi (Sekil 2 D,E,F).

boyandigi
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Sekil 2. A-B. Karbon tetraklorlr grubu ratlarin hepatositle-
rinde yogun makro ve mikro vezikiler yagd vakuolleri, nekro-
tik alanlarda lenfositten zengin monontiklear hiicre infiltras-
yonu ile kupffer hiicrelerinde sayica artis ve fokal kanama
alanlarinin goriinimdi. Karaciger, HXE, x100, x400. C. He-
patosit sitoplazmalarinda makro mikro yag vakuollerinin
siyah renkte gorinimi. Karaciger, (OsO4 fikse edilmis)
HxE, x100. D. Hepatositlerde kaspaz 3 pozitif, E. Hepatosit-
lerde kaspaz 8 pozitif, F. Hepatositlerde kaspaz 9 pozitif
gorinim (oklar). ABC-P, x200

Karbon tetrakloriir+nar g¢ekirdegi yagr grubu (Grup
4); karaciger dokularinin histolojik incelemesinde iki
farkli lezyon dikkati cekti. ilki CCly ile birebir értiisen
gOruntul idi. Bu grupta yine hepatositlerde yogun mak-
ro ve mikrovezikiler yag vakuolleri géruldu. Bu vaku-
oller parankimdeki hepatositlerin ¢ogunda saptandi
(Sekil 3A). Ozellikle yaglanma bolgelerinde daha
yogun olmak Uzere tiim parankim dokuda lenfositten
zengin mononuklear hiicre infiltrasyon alanlari gorul-
dii. Bu alanlarda damarlar hiperemikti. ikinci gériintii-
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Sekil 3. A. Karbon tetraklorir+NCY grubu ratlarda, karacigerde yaglanmanin gérinimu. B. Hepatositlerde daha kugiik yad
vakuolleri ve parankimde genis nekroz alanlarinin gérinimu. Karaciger, HxE, x200, x100. C. Hepatosit sitoplazmalarinda
makro mikro yag vakuollerinin siyah renkte gorinimu. Karaciger, (OsO4 fikse edilmis) HXE, x200. D. Hepatositlerde kaspaz 3
pozitif, E. Hepatositlerde kaspaz 8 pozitif, F. Hepatositlerde kaspaz 9 pozitif gérinimu (oklar). ABC-P, x200

de ise lezyon siddetinde herhangi bir azalma olmak-
sizin yag vakuolleri daha kigik olup, parankimde net
olarak sinirlari belli olmayan genis nekroz alanlari
icerisinde yer almaktaydi ($ekil 3B). Nekroz alanlar
icerisinde lenfositten zengin monontklear hicre infilt-
rasyon alanlari dikkati gekti. Bu alanlarda damarlarda
hiperemi daha belirgindi. Bu gruba ait hasar skorunun
kontrol ve NCY gruplarindan siddetli ve istatistiksel
olarak anlamli oldugu, CCl, grubu ile benzer oldugu
gorildu (Tablo 1).

Karaciger kesitlerine yag boyasi ile makro-mikro yag
vakuollerinin oldugu alanlarda yagdin siyah renkte
boyandigi dikkati gekti (Sekil 3C).

Karaciger dokularinin immunhistokimyasal inceleme-
sinde; yag vakouolleri bulunan hepatositler ve sentri-
asiner venlerin periferindeki hepatositlerde ve bu
bolgedeki damar cevrelerinde kaspaz 3, kaspaz 8 ve
kaspaz 9 immunpozitiflik tespit edildi. Pozitif hiicreler-
de sitoplazmanin kahverengi boyandidi dikkati cekti
(Sekil 3D,E,F).

Biyokimyasal bulgulari

Calismada gruplara ait serumdan ALT aktivitesi, trigli-
serit, total protein, albimin ve kolesterol ile karaciger
dokusundan MDA aktiviteleri diizeyleri Tablo 2’'de
verildi.

Kontrol ve NCY gruplari arasinda serum ALT aktivite-
si yonunden istatistiki anlamda bir fark belirlenmedi.
Karbon tetraklorir uygulanan grupta karaciger hasa-
rina bagh olarak énemli diizeyde artan serum ALT
aktivitesi, NCY’'nin uygulamasi ile 6nemli dizeyde
dists (P<0.05) gostermis olup, normal degerlere
dondi (Tablo 2). Karaciger hasari olusturulan hay-
vanlarda NCY uygulamasi serum total protein deger-
lerinde azalmaya neden oldu (P<0.001). Gruplar ara-
sinda serum albumin degerleri yonlinden istatistiki
o6nemde bir fark saptanmadi (P>0.05). Karbon tetrak-
loriir uygulamasi ile olusan karaciger hasarina bagh
olarak 6nemli diizeyde artig gosteren serum total
kolestrol dizeyleri (P<0.01) NCY uygulamasindan
etkilenmedi. Karaciger hasari olugturulan ratlarda
serum trigliserit diizeyleri 6nemli dizeyde (P<0.01)

Tablo 1. Akut deneme gruplarina ait doku hasar parametre skorlarinin istatistiksel nem kontrol(

Medyan(%25; %75 Yiizdelik)

istatistik Onem

Gruplar ccl, KONTROL NGY NCY+CCl, Kontrolii
(N=§) (NO=aS) (N()=a8) (gzg) (Kruskal Wallis Test)
Yang! (1 .%)%.0) (0-0) (0-0) (1 .75-3.0) P<0.001
Yaglanma (3%'3_0) (g_ao) (8_30) (3%_54.0) P<0.001
b a a b
Nekroz (2'7%2”500) (00-0) (8— ) (1 '7%_02525) P<0.001
a a
Fibrozis (2.(?-'2.25) (8-0) ((?-0) (1 .3-? 25) P<0.001

@b Her satirda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki fark 6nemlidir.
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Tablo 2. Akut karacider hasari olusturulan ratlarda kontrol ve deneme gruplarinin serum biyokimyasal

parametreleri

Medyan istatistik
(%25; %75 Yiizdelik) Onem Kont-
Gruplar KONTROL ccl, NCY NCY+CCl, (K:L’L”kal
(N=8) (N=8) (N=8) (N=8) Wallis Testi)
68.0° 103.0° 64.0° 65.0°
ALT(UL) (65.0:815)  (69.5:190.5)  (59.0:68.0)  (59.0;126.0) P<0.05
, 6.4° 5.7° 6.6 6.4°
Total Protein(g/dL) (6.1:6.5) (5.65.9) (6.4:6.8) (6.0:6.5) P<0.001
. 4.0 4.1 4.1 3.9
Albtmin(g/dL) (3.9:4.1) (3.9:4.2) (4.0-4.3) (3.7-4.0) P>0.05
66.0° 73.0° 69.5° 72.0°
Total kolesterol (mg/dL) 54 574 72.5.77.2 64.0:76.0 68.25:80.50 P<0.01
o 95.5° 220.0° 97.0° 128.5°
Trigliserit (mgldL) 7, 7. 1075) (107.5:239.0) (67.5:130.5)  (95.0; 151.0) P<0.01
. 21.6° 35.4° 22.2° 25.8°
MDA (umol/mg protein) 09 1.034)  (243-38.3)  (19.524.3) (25.3-28.3) p<0.001

@b Her satirda farkll harf taslyan gruplar arasindaki fark énemlidir.

artis gosterdi. Bu hayvanlara NCY uygulanmasi, art-
mis trigliserit diUzeylerini sayisal olarak dusurdi
(Tablo 2).

Karaciger MDA dizeyleri yoniinden kontrol ve NCY
gruplari arasinda istatistiki anlamda bir fark saptan-
madi. Karbon tetrakloriir uygulanmasi karaciger MDA
dizeylerini kontrol gruplarina goére 6nemli dizeyde
artirdi (P<0.001), ancak bu artislar NCY’nin akut uy-
gulamalarindan istatistiki 6nemde etkilenmedi (Tablo
2).

Tartisma ve Sonug

Antioksidan icerikli bitkisel kaynakl bilegiklerin toksik
ve yan etkilerinin az olmasindan dolayi, farkli kimya-
sal maddeler ile olusturulan karaciger hasarina karsi
karacigeri koruyucu etkilerinin belilenmesi amaciyla,
hayvan modellerinde yapilan deneysel caligmalar
populer hale gelmistir (Parajuli ve ark., 2013; Schinel-
la ve ark., 2010).

Ratlarda karaciger hasari olusturmak amaciyla
CCls'in akut uygulandigi galigmalarda (Ali ve ark.,
2010; Ravikumar ve Gnanadesigan, 2011) karaciger
kesitlerinde hepatosit sitoplazmalarinda yag vakuol
olusumlari, remark kordonlarinin bozulmasina bagh
interstisyel 6dem, V. centralis’lerde ve sinlzoidal
alanlarda konjesyon, fokal nekroz, yangi hicre infilt-
rasyonu sekillendigini bildirmislerdir. Bu calismada da
CCl4sUn ilk hafta iki doz halinde 3 gun ara ile 1 ml/kg
intraperitonal yolla uygulanmasi sonucunda karaci-
gerde sentrilobiler ve parankimde net olarak siniflan-
dirllamayan genis nekroz alanlari, gogunlugu lenfosit
olan mononuklear hiicre infilirasyonlari ve 6zellikle

sentrilobller bélgede daha yogun olmak kaydiyla tim
parankimde hepatositlerde buyukltkleri farkh, keskin
kenarli yuvarlak yad vakuollerinin gézlenmesi,
CCl4’Un farkl dozlar kullanilarak akut karaciger hasa-
ri olusturan yukaridaki arastirmacilarin (Ali ve ark.,
2010; Ravikumar ve Gnanadesigan, 2011) bulgulari
ile birebir ortismustir. Akut karaciger hasari olustu-
rulan ve olugsan hasarin nar ¢ekirdegi yag: (Gram ve
ark., 2018; Melo ve ark., 2015) nar ¢ekirdegi ekstresi
(Yang ve ark., 2011) nar kabugu ekstresi (Osman ve
ark., 2011) ve nar suyunun (Shaban ve ark., 2014)
iyilestirici etkisini arastirmis ¢alismalarda vardir. Melo
ve ark. (2015) ve Gram ve ark. (2018) karbon tetrak-
I6rir ile karaciger hasari olusturup, iyilestirmek ama-
ciyla nar c¢ekirdegi yagi verdigi grupta hafif ve orta
derecede mikro ve makro vakuoller goézlenirken, orta-
larinda nétrofil infiltrasyonu ve kanama odaklari bulu-
nan nekrozlari bildirmiglerdir. Karbon tetraklérir ile
karaciger hasari olusturulan ratlarda, iyilestirmek
amaciyla Yang ve ark. (2011) nar cekirdegi ekstrakt
vermis, yag vakuollerinin ve yangi hicrelerinin sayisi-
nin azaldigini bildirmiglerdir. Nar kabugu ekstresi
veren arastirmacilardan Osman ve ark. (2011) da
sentriasiner hepatositlerde olugan vakuoller dejene-
rasyon, steatozis ve nekroz ile bu alanlardaki fokal
mononiklear yangisal hicre infiltrasyonlarinin sidde-
tinin azaldigini bildirmiglerdir. Sunulan ¢alismada ise
CCl4+NCY grubunda karaciger lezyonlarindan makro
-mikro vezikiler yag vakuol olusumlari ¢ogunlugu
lenfosit olan mononukleer hicre infiltrasyonlari ve
nekroz alanlari ile remark kordonlarinin yapisinin
bozulmasi, damarlarda hiperemi gibi bozukluklar CCl,4
grubundakine benzerlik géstermistir. Benzer sekilde
bazi ¢alismalarda (Gram ve ark., 2018; Melo ve ark.,
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2015) nar cekirdegi yaginin iyilestirici etki gosterip
gOstermedigi tam olarak ortaya konulamamistir. An-
cak sunulan ¢alismada karaciger hasarinin nar gekir-
dedi yaginin verilmesi ile tam olarak dizelmedigi
gOrulmugtar.

Karbon tetraklorir karaciger de nekrozu tetiklese de,
¢ogunlukla hepatositlerdeki mitokondriyal fosfolipid
tabakasini yok edip kaspaz 3'e bagli apoptozu tetikle-
mektedir (Domitrovi¢ ve ark., 2013; Tao ve ark.,
2012). Ratlarda karaciger hasari olusturmak amaciy-
la CCly'Un uygulanan in vitro ve in vivo galismalarda,
karaciger hicrelerinde apoptozu belirlemek igin yapi-
lan kaspaz aktivitesini iceren immunohistokimyasal
bulgular mevcuttur (Chan ve ark., 2014; Domitrovi¢
ve ark., 2013; Liu ve ark., 2014; Tao ve ark., 2012;
Xie ve ark., 2015). Bu calismalardan; Domitrovi¢ ve
ark. (2013), Liu ve ark. (2014), Chan ve ark. (2014)
ve Xie ve ark. (2015) kaspaz 3 aktivitesinin artigini,
Liu ve ark. (2014) calismasinda kaspaz 8 aktivitesinin
herhangi bir degisiklik gormedigini, Chan ve ark.
(2014) ve Xie ve ark. (2015) ise kaspaz 8 aktivitesinin
artigini bildirmiglerdir. Ayrica Liu ve ark. (2014) ve Xie
ve ark. (2015) g¢alismalarinda kaspaz 9 aktivitesinde
de artig gorlildiginu ifade etmislerdir. Arastiricilarin
sonuglarinda CCl,'in neden oldugu asir reaktif oksi-
jen tlrevleri olusumu; endojen antioksidan enzimlerini
tiketmekte ve kaspaz 3, 8 ve 9 gibi enzimlerin aktif
olarak hepatosit apoptozisini tetikledigini, bu durumun
CCly, toksikasyonunda hem instrinsik hem de ekstrin-
sik yolu kullanarak hepatositlere apoptoza gétiirdigu
ve yikimi gerceklestirdigi bizim ¢alismamizda da elde
edilen sonuglarla paralellik géstermektedir.

Karaciger hasari olugturma da CCl,'lin ve farkl toksik
maddelerin uygulandidi, nar c¢ekirdegi ekstrakti
(Ibrahim ve ark., 2016) ve nar suyunun (Shaban ve
ark., 2014) iyilestirme ve apoptozun tetiklenmesindeki
engelleme etkisini arastiran galismalar mevcuttur. Bu
galismalarda ibrahim ve ark. (2016), CCl, uyguladig
gruplarda kaspaz 3 pozitif hepatositlerin kontrol gru-
buna gbére sayisi yodun sekilde artarken, CCl, ile
birlikte nar gekirdegi ekstresi verilen gruptaki pozitif
hepatosit sayisi yogunlugu CCl,; grubuna gore hafif
bir azalma gosterdigini, Shaban ve ark. (2014) di-
ethylnitrosamine ve phenobarbital ile karaciger hasari
olusturup, iyilestirmek amaciyla nar suyu uyguladigi
gruplardaki kaspaz 3 aktivitesini, kontrol grubu sevi-
yelerine indirdigini, bildirmiglerdir. Ancak her iki yazar
da apoptoza giden hepatositlerde kaspaz 8 ve 9 ile
ilgili herhangi bir veri bidirmemislerdir. Sunulan ¢alis-
mada da CCl, toksikasyonu ile ilgili akut karaciger
yikim asamasinda hepatositlerde gdzlenen apoptoz
kaspaz 3, 8, 9 da immun-pozitif tespit edilirken, nar
cekirdegi yadi uygulamasiyla kaspaz 3, 8, 9'daki
apoptoza giden immun-pozitif hepatosit yogunlugu-
nun kismen azaldigi gérulmustir.

Karbon tetraklorur ile olusturulan akut (Kumar ve ark.,
2009; Sumalatha ve ark., 2016) ¢alismalarda olugan
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karaciger hepatosit hasarina bagli hiicre membran
permeabilitesinin bozulmasiyla kan dolagimina gegis-
leri artan ALT enziminin, serum aktivitelerinde anlamli
yukselmeler dikkati cekmektedir. Karaciger hasarinin
karakteristik bulgusu olan protein dlizeylerindeki azal-
malari ¢alismalarinda bildiren arastiricilar da vardir
(Zeashan ve ark., 2008). Sunulan ¢alismada arastir-
macilarin (Ali ve ark., 2010; Kumar ve ark., 2009)
bulgulariyla uyumlu olarak CCls’e bagl olarak gériilen
serum total protein ve albimin dizeylerindeki azal-
malarin, bu toksik maddenin endoplazmik retikulum-
daki poliribozomlari bozarak karacigerde protein sen-
tezini aksatmasindan (Ali ve ark., 2010; Zeashan ve
ark., 2008) kaynaklanmis olabilecegini distindiirmek-
tedir.

Hasarli karacigerin belirlenmesinde serum kolesterol
dizeylerindeki artistan da yararlanilabilecegi bildiril-
mektedir. Karbon tetraklorir ile karaciger hasari olug-
turulan gcalismalarda (Botsoglou ve ark., 2009; Ravi-
kumar ve Gnanadesigan, 2011) karaciger hiicre ha-
sari sonrasinda kolesteroliin dolagima gegmesi sebe-
biyle serumdaki diizeylerinin ylUkseldigi saptanmistir.
Sunulan calismada da yukaridaki arastiricilarin
(Botsoglou ve ark., 2009; Ravikumar ve Gnanadesi-
gan, 2011) galismalariyla uyumlu olarak akut CCly, ile
olusan karaciger hasarinda serum total kolesterol ve
trigliserit dizeylerinde artis belirlenmistir.

Malondialdehit lipid peroksidasyonunun son urini
olarak membran denatlirasyonu ve peroksidasyona
yol acan hidrojen peroksit ve reaktif oksijen tirlerinin
ortaya ¢ikmasina yol agar (Niki ve ark., 2005). Akut
(Shenoy ve ark., 2001, Yehia ve ark., 2013) CCl,4
uygulamasiyla olusturulan karaciger hasarinda aras-
tincilar karaciger MDA dizeylerinin arttigini bildirmig-
lerdir. Ayni sekilde sunulan galismada da akut olarak
CCl, verilen ratlarda belirlenen karaciger MDA dlzey-
lerindeki artiglar, CCl4'lin karaciger endoplazmik reti-
kulumda bulunan sitokrom P450 enzimi araciligiyla
toksik karakterde CCIl; ve CCIl;0, serbest radikalleri-
ne doénusmesiyle olusan lipid peroksidasyonunun
sonucu sekillenen doku hasari ve antioksidan savun-
ma mekanizmasinin yetersizliginden (Shenoy ve ark.,
2001) ileri gelebilir.

Karbon tetraklordr ile ratlarda olusturulan akut karaci-
ger hasarinin iyilestiriimesi amaciyla nar cekirdegi
yag: verilerek yapilan calismalarda (Gram ve ark.,
2018; Melo ve ark., 2015) toksisiteye bagli olarak
artan serum ALT aktivitesi ile MDA duzeylerinin an-
lamli bir sekilde azaldigi (Gram ve ark., 2018; Melo
ve ark., 2015), azalan serum total protein dizeyleri-
nin de arttigi (Gram ve ark., 2018) bildirilmigtir. Diger
yandan Yehia ve ark. (2013) da CCl, ile olusturdugu
toksikasyonda nar suyunun, artan ALT aktivitesi ile
MDA duzeylerini azaltigini tespit etmiglerdir. Sunulan
calismada, CCl, (Gram ve ark., 2018; Melo ve ark.,
2015; Yehia ve ark., 2013) ile karaciger hasari olustu-
ran gesitli arastirmacilarin bulgulari ile uyumlu olarak,
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CCly ile olusturulan karaciger hasarina bagh artis
gosteren ALT enzim aktivitesi NCY uygulanmasi ile
onemli dizeyde dusmiustir (P<0,01), azalan serum
total protein dizeyleri de Gram ve ark. (2018)'nin
bulgularina benzer sekilde artmistir. Ancak karaciger
MDA duzeyleri ile serum alblmin, total kolesterol ve
trigliserit duzeyleri NCY uygulamasindan etkilenme-
mistir.

Sunulan calismada nar gekirdegi yaginin akut CCl,
toksikasyonuyla ilgili karaciger hasarina iyilegtirici
ybénde sinirli etkisi gbzlenmistir. Karbon tetraklorur ve
haricindeki diger toksik materyaller ile yapilan toksi-
kasyonlara karsi, nar kullanilan calismalarda
(Shaban ve ark., 2014; Yang ve ark., 2011; Yehia ve
ark., 2013) narin iyilestirme 6zelligi ile ilgili sonuglari
bu konuda klasik bilgiler veren (Lansky ve Newman,
2007; Noda ve ark., 2002) calismalarla ortismekte-
dir. Nar cekirdegi yagdinin igerigindeki flavonoid ve
fenolik bilesenlerinden ileri gelen antioksidan aktivite-
sine punisik asit basta olmak tzere, linoleik ve linole-
nik asit gibi doymamis yag asitlerine bagh olarak
(Saha ve ark., 2012) NCY uygulamasi ile akut do-
nemde CCIl,'in neden oldugu karaciger hasar sonu-
cu artan serum ALT enzim aktivitesinin, kontrol gru-
buna gore istatistiksel olarak anlamli dizeyde azal-
masi ile karaciger hasari sonucu azalan serum total
protein dulzeylerinin artmasinin yaninda, karaciger
MDA, serum albimin, total kolesterol ve ftrigliserit
duzeylerinin etkilenmemesi karaciger dokusundaki
hasarin diizelmediginin gostergesi olabilecegini di-
stindirmektedir.

Sonug olarak: sunulan galismada kullanilan 2 ml/kg
nar gekirdegi yaginin, CCl, ile karacigerde olusturu-
lan histopatolojik degisiklikler kismen azaltirken, ge-
nel olarak incelenen biyokimyasal degerleri kontrol
grubu degerlerine yaklastirdigindan, sinirli bir iyilesti-
rici etkisinin olabilecegdi, ancak bu iyilesmenin karaci-
ger dokusundaki hasara tam olarak yansimadigi du-
sunulmektedir. Nar ¢ekirdedi yaginin elde edilmesin-
de kullanilan bu bitkilerin kisimlari (kabuk, meyve,
cekirdek), elde edilen Urunlerin gesidi (ekstrakt, yag,
su) ile yetigtikleri topragin yapisi gibi etkenlere bagh
olarak igeriklerinin farkliligina, farkl isleme teknikleri
ile hayvanlarin bireysel duyarliliklari gibi birgok fakto-
re bagh olarak degisebilecedi dusunulmektedir. Nar
cekirdegdi yagi yaginin farkl strelerde ve herhangi bir
yan etki olusturmaksizin en iyi sonucu verecek farkli
dozlarinin kullanilarak dokular Gzerine etkilerinin be-
lirlenmesine yodnelik yeni c¢alismalarin yapilmasina
ihtiyag vardir.
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Ozet: Bu calismanin amaci, tavsan spermasinin kisa siireli saklanmasi siiresince (0., 6., 12., ve 24. saat) taxifolinin
spermatolojik parametreler lGzerine etkisini arastirmaktir. Arastirmada sperma vericisi olarak sekiz adet ergin Yeni Ze-
landa tavsani kullanildi. Sperma suni vajen yardimiyla haftada tg¢ kez alindi. Tavsanlardan alinan ejakulatlar 37°C’de
degerlendirildikten sonra karistirildi. Sperma &rnekleri dért ayri gruba ayrildi. Daha sonra sperma numuneleri Tris (K-
Tris), Tris+10 pl taxifolin (10 TT), Tris+100 pl taxifolin (100 TT) ve Tris+500 pl taxifolin (500 TT) ile sulandirildi. Sulan-
dirlimig sperma numuneleri 4°C’ de 24 saat sireyle kisa sireli saklandi. Saklama siresinin ardindan bazi spermatolo-
jik parametreler (motilite, akrozom anomali orani, toplam anormal spermatozoa orani ve HOST) y6niinden analiz edildi.
Deneysel galismalar 10 kez tekrar edildi. Calismanin sonucunda, tim deneysel gruplarda 24. saat sonunda anormal
spermatozoa oraninda artis ve plazma membran butinligu ile motilite oraninda diigsme saptandi. Kontrol grubu verile-
riyle karsilastirildiginda 100 TT grubu 6. (%82.50), 12. (%80) ve 24. (%77.50) saatlerde istatistiki olarak en yiksek
motilite oranini verdi (P<0.001). Kisa sireli saklamanin 24. saatinde 100 pl taxifolin ilavesinin diger gruplara kiyasla
akrozomal morfolojik yapinin batinligunu istatistiki agidan énemli derecede korududu ve akrozom anomalisi orani (%
7) ile toplam spermatozoa anomali oranini (%8.50) disirdigu ve plazma membran bitinligini de istatistiki olarak
onemli derecede korudugu saptandi (P<0.001). Sonug olarak, 100 pl taxifolin ilavesinin tavsan spermasinin kisa sureli
saklanmasinda etkin koruyucu bir rol oynadigi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, kisa sureli saklama, spermatolojik parametreler, tavsan, taxifolin

The Effects of Taxifolin on Spermatological Parameters of Liquid Stored Rabbit Semen

Summary: The aim of this study was to investigate the effect of taxifolin on spermatological parameters of rabbit se-
men during liquid storage (0, 6, 12, and 24™ h). In this study, eight adult New Zealand male rabbits were used as se-
men donors. Semen was taken with the aid of artificial vagina three times a week. Ejaculates collected from bucks
were evaluated and pooled at 37°C. Semen samples were divided into four groups then were diluted with Tris (K-Tris),
Tris + 10 pl taxifolin (10 TT), Tris + 100 pl taxifolin (100 TT) and Tris + 500 pl taxifolin (500 TT). The diluted semen
samples were liquid stored at 4°C up to 24™" h. After the storage period, some spermatological parameters (the percen-
tage of motility, acrosome - total spermatozoa abnormality and HOST) were analyzed. Experimental studies were repli-
cated 10 times. As a result of the study, the percenta%e of abnormal spermatozoa increased and plasma membrane
integrity and motility rate decreased at the end of 24™ h in all experimental groups. When compared to the control
group data, 100 pl taxifolin addition gave the highest motility rate at 6" (82.50%), 12" (80%) and 24™ (77.50%) hour (P
<0.001). At the 24™ hour of liquid storage, 100 pl taxifolin addition was found to protect statistically significantly the
integrity of acrosomal structure and plasma membrane compared to other groups. In addition, it was determined that
the percentage of acrosome (7%) and total spermatozoa abnormality (8.50%) was low in the 100 TT group when com-
pared to other groups (P <0.001). In conclusion, it was found that addition of 100 pl taxifolin plays effective protective
role on short-term storage of rabbit semen.

Key words: Antioxidant, liquid storage, rabbit, spermatological parameters, taxifolin

Girig nin alinmasinin aksine tavsanlar, suni vajene

) . uyum saglarlar ve Otanazi edilmeksizin sperma
Tavsanlar biyoteknolojik arastirmalarda yaygin  gimaya elveriglilerdir. Bu sayede tavsanlar sper-

sekilde kullanilan bir laboratuvar hayvani mode-  matozoa calismalarinda siklikla tercih edilmek-
lidir. Fareler ve ratlar gibi diger laboratuvar hay- tedir (Hafez, 1970). Sogutulmus ya da dondurul-
vanlarinda 6tanazi sonrasi epididimal sperma- mus-gdzdriimis spermanin canlilik ve kalite

degerleri, saklama periyodu slresince sekille-
Gelis Tarihi/Submission Date : 04.02.2020 nen soguk hasarindan olumsuz etkilenmektedir.
Kabul Tarihi/Accepted Date - 05.05.2020 Bu olumsuz durum spermanin suni tohumlama-
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dinasyon Birimi tarafindan TYL-2018-8224 numarali proje kapsamin-
da desteklenmis ve ayni baslikli Yiksek Lisans tezinden 6zetlenmis-
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ya da dondurulmus-¢ézdirilmis sperma ile
elde edilen fertilite oranlari, taze spermaninki ile
karsilastinldiginda oldukga disik bulunmakta-
dir. Bu durum arastiricilar halen en uygun sak-
lama kosullarini (uygun isi, sire, sperma sulan-
diricisi, antioksidan ve membran stabilizator
katki maddeleri vs.) arastirmaya yoneltmistir.
Son yillarda 6zellikle sperma sulandiricilarina
antioksidan ilavesi ve olumlu etkileri ile ilgili ¢a-
isma yapilmaktadir (Avdatek ve ark., 2018).
Spermanin sogutulmasi, dondurulmasi-
¢ozdurilmesi sirasinda olusan soduk soku;
spermatozoa motilitesi, canlligi, deoksiribonuk-
leik asit (DNA) ve membran bitinlugu ve fertili-
zasyon yetenegi Uzerinde geri donisimsiz ha-
sarlar meydana getirmektedir. Sogutma veya
dondurmal/gézdirme sonrasi sekillenen lipit pe-
roksidasyon, anormal spermatozoaya yol ag-
maktadir. Bu olaydaki ana neden spermatozoon
membranlarinin doymamis yag asidince zengin
olmasi, yuksek oksijen yogunlugunun etkisiyle
oksidatif stres ve peroksidatif atiklarin sekillen-
mesi ve sonucgta da serbest oksijen radikalleri
(ROS) agiga cikarak spermatozoanin 6limiine
yol agmasidir (Garrido ve ark., 2004). Sperma-
nin dondurulmasi-¢ézdurilmesi esnasinda mey-
dana gelen ROS, dusik yogunlukta; hiperakti-
vasyon, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu
gibi spermatolojik fonksiyonlarin meydana gel-
mesinde énemli rol oynamaktadir. Ancak, yuk-
sek yogunluktaki ROS, spermatolojik fonksiyon-
lar olumsuz etkileyerek infertiliteye neden ola-
bilmektedir (Aitken ve Baker, 2004). Fizyolojik
olarak spermada ROS Urdnlerinin olusumu ve
detoksifikasyonu arasinda denge bulunmakta-
dir. Gerek seminal plazmada gerekse sperma-
tozoada ROS runlerinin detoksifikasyonunda
gorevli glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz
(GPO), suiperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksi-
dan sistemleri mevcuttur. Ancak, bu dogal sa-
vunma mekanizmasi spermanin sulandiriimasi,
sogutulmasi, dondurulmasi-¢ézdirtilmesi islem-
leri sirasinda zarar gérmekte ve ROS drunleri
spermatozoada geri donlisimsuz hasarlar mey-
dana getirmektedir (Bilodeau ve ark., 2000).
Spermanin  sogutulmasi ile dondurulmasi-
¢ozdUrilmesi islemleri esnasinda olusan memb-
ran-lipit faz degisimi, osmotik-mekanik stres ve
ROS, spermatozoa membran proteinlerinde
denaturasyona, hlcre organellerinde yapisal
deformasyona, DNA’da kirilmalara ve hicresel
lizise yol agmaktadir (Saleh ve Agarwal, 2002).
Bu olumsuz durumun sperma sulandiricilarina
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degisik antioksidanlarin ilavesiyle azaltilabildigi
ve ¢6zim sonu spermatozoa parametrelerini
iyilestirdigi bildirilmektedir (Sariézkan ve ark.,
2009). Taxifolin (3,5,7,3,4-pentahydroxy flava-
none veya dihydroquercetin), flavonoidlerin alt
sinifi olan flavanones grubundandir ve giigli bir
flavonoiddir. Turunggiller ve sodan bol miktarda
taxifolin icermektedir (Rice-Evans ve ark.,
1996). Taxifolinin giglu bir antioksidan ve anti-
radikal aktiviteye sahip oldugu, ayrica gida ve
farmasotik Urlnlerdeki lipid peroksidasyonunun
en aza indirgenmesi veya Onlenmesi, zehirli
oksidasyon urinlerinin olusmasinin geciktiriime-
si, beslenme kalitesinin korunmasi ve raf émru-
nin uzatimasi gibi alanlarda kullanilabilecegi
de bildirilmistir (Topal ve ark., 2016). Gupta ve
ark. (1971), yaptiklar bir galismada, taxifolinin
albino sicanlarda inflamasyonun eksudatif ve
proliferatif fazlar Gzerinde kuvvetli antienflama-
tuar etkinlige sahip oldugunu bildirmislerdir.
Zhang ve ark. (2019), cesitli organlarda ve 6zel-
likle kardiyovaskiler sistemde toksiteye yol
acan yapay bir kirletici olan di-2-ethylhexyl pht-
halatenin tavuklarda kardiyomiyositler tzerinde
olusturdugu toksik etkiyi taxifolinin antagonize
ederek azalttigini rapor etmiglerdir. Yapilan di-
ger calismada, taxifolinin serum lipid duzeyini
dengeleyip normal seviyelere getirmesi suretiyle
antienflamatuar etkisi, kardiovaskuler sistem
Uzerine olumlu etkisi ve ROS’un uyardigi oksi-
datif strese bagh sekillenen kanser vakalarinda
guclu antioksidan etkileri rapor edilmistir (Kuang
ve ark., 2017).

Yapilan literatlr taramalarinda antioksidan et-
kinligi pek c¢ok farkli ¢galismada kanitlanmis olan
taxifolin maddesinin sperma sulandiricilarina
eklenmesine ve spermanin saklanmasi stirecin-
de olasi olumlu antioksidatif etkinligine ydnelik
bir calisma yapilmadigi gértlmustir. Bu neden-
le mevcut galismamizda sperma sulandiricisina
antioksidan olarak taxifolini ekleyerek tavsan
spermasinin +4 °C’de saklanmasi sliresince
etkilerini incelemek, tavsan spermasinin kisa
sureli saklanmasinda en uygun sperma sulandi-
ricisi gelistirebilmek, taxifolinin beklenen olasi
koruyucu etkileri sebebiyle diger tlrlerde sper-
manin saklanabilirligi Gzerine bir model olugtu-
rabilmek ve sonraki c¢alismalar igin literatlre
katki saglayabilmek amaclanmistir.
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Gereg ve Yontem

Hayvan materyali

Bu calismaya Erciyes Universitesi Hayvan De-
neyleri  Yerel Etik  Kurulu tarafindan
(EUHADYEK, 13.12.2017 tarih ve 17/132 say1)
onay verildi. Calismada sperma donéri olarak
ergin sekiz adet Yeni Zelanda irki erkek tavsan
kullanildi. Calisma, erkek tavsanlardan suni va-
jen teknigi ile alinan spermalarda yaruttlda. Er-
gin erkek tavsanlar bireysel kafeslerinde Erciyes
Universitesi Deneysel Aragtirmalar Uygulama
ve Arastirma Merkezi'nde (DEKAM) uygulanan
rutin bakim-besleme kosullari olan 12 saat ay-
dinlik/12 saat karanlik, 22-24°C oda isisi ve %
55-60 nisbi nem oranina sahip ortamda barindi-
rildi. Ticari tavsan yemi (Optima Yem, Bolu-
Turkiye) ve taze igme suyu ile ad libitum besle-
me yapildi.

Spermanin alinmasi

Calismada kullanilacak ergin erkek tavsanlar-
dan haftada U¢ kez suni vajen yardimiyla sper-
ma alindi. Alinan spermalarin mikroskobik kont-
rolleri yapildiktan sonra bireysel farkhliklari eli-
mine edebilmek amaciyla kitle hareketi 3 ve
Ustl (0-5 skala), maotilitesi %70 ve Ustl, yogun-
lugu 300x10° spermatozoa/ml 6zelliklerine sahip
olan ejakulatlar birlegtirildi. Bu c¢alismada 10
adet miks edilmis ejakulat kullanildi. Her bir
miks edilmis ejakulat deneme gruplarina ayrildi.

Spermanin sulandiriimasi ve
gruplarin olusturulmasi

deneysel

Calismada spermanin sulandiriimasi amaciyla
Tris sulandiricisi (313.8 mM Tris, 103.1 mM
sitrik asit ve 33.3 mM glukoz) kullanildi. Her bir
grup 30x10° spermatozoa/ml olacak sekilde si-
rasiyla kontrol, 10 pl, 100 pl ve 500 pl dozda
taxifolin (Sigma T4512) igceren Tris sulandiricisi
ile sulandirldi. Spermanin sulandiriimasini taki-
ben Kontrol (Tris sulandiricisi) (T), 10 pl Taxifo-
lin+ Tris (10TT), 100 pl Taxifolin+Tris (100TT),
500 pl Taxifolin+Tris (500TT) gruplari olusturul-
du. Sulandirilmig sperma ornekleri +4 °C’ de
buzdolabina birakilmigtir. Ardindan 0., 6., 12. ve
24. saatlerin sonunda spermatolojik analizler-
den; spermatozoa motilite orani, akrozomal ve
toplam anomali orani ve plazma membran bu-
tunlGga analiz edildi.

Serpil SARIOZKAN

Spermatolojik analizler

Spermatozoa motilite orani: Spermatozoa moti-
lite orani, lam Uzerine alinan 10 pl sperma Uze-
rine lamel kapatilarak 37 °C isitma tablali faz
kontrast mikroskopta 400’10k blylutmede sub-
jektif yolla tespit edilmistir. Bes farkli mikroskop
sahasinda motilite orani (%) degerlendirildi. Ali-
nan tim degerlerin ortalamasi o numunenin
motilite orani olarak kabul edildi (Roca ve ark.,
2000).

Anormal spermatozoa orani: Spermatozoa ak-
rozom ve toplam anomali orani tespiti amaciyla
her bir numuneden alinan 3 damla sperma 1 ml
Hancock solisyonu igine eklendi. Karisimdan
alinan 1 damla lam Uzerine alinip Ustiine lamel
kapatilarak faz-kontrast mikroskopta 1000’lik
blyltmede toplam 200 hiicre sayilarak test edil-
di (Schafer ve Holzman, 2000).

Hypo-osmotic swelling test (HOST) orani: Sper-
matozoa plazma membran butinligindn test
edilmesi amaciyla Hypo-Osmotic Swelling Test
(HOST) kullanildi. 300 pyl HOST solusyonu ile
30 pl sperma karigtirilarak 37 °C’de 1 saat inku-
be edildi. Ardindan karigsimdan 0.2 pl lam Gzeri-
ne alinarak faz-kontrast mikroskopta 400’ Uk
blylitmede degerlendirildi. En az bes degisik
mikroskop sahasinda toplam 200 hiicre sayila-
rak sismis ve kivrik kuyruklu spermatozoonlarin
tespiti yapildi (Revell ve Mrode, 1994).

Istatistiksel analizler

Deneysel ¢alismalar 10 kez tekrar edildi. Kont-
rol, 10 TT, 100 TT ve 500 TT deney gruplari
arasindaki farkliliklarin énem kontroli Kruskal
Wallis ile yapildi. Her bir deney grubuna ait 0.,
6., 12., ve 24., saatleri arasindaki motilite, akro-
zom- total anomali ve HOST degiskenleri baki-
mindan farkhliklarin istatistiksel olarak 6nem
kontrolleri Friedman testi ile yapildi. Gruplar
arasi ¢oklu karsilastirmalarda Benferroni diizelt-
mesi yapildi. Verilerin tanimlayici istatistikleri
medyan deger, 1. (%25) ve 3. (%75) ¢eyrekler
ile gosterildi. istatistiki analizier NCSS 9 progra-
mi ile yapildi. Anlamhlik seviyesi P<0.05 olarak
belirlendi.

Bulgular

Kisa sureli saklanan tavsan spermasinin motili-
te ve akrozom anomali oranlar Gzerine taxifoli-
nin etkileri Tablo 1’de plazma membran bitinli-
gl ve spermatozoa toplam anomali oranlari
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Uzerine etkileri Tablo 2. de gosterildi. Buna g6-
re; saklama periyodunun ilerleyen saatlere gore
deney gruplarinin motilite oranlari degerlendiril-
diginde; K, 10 TT, 100 TT ve 500 TT gruplari
dahil tim deney gruplarinda saklama periyodu-
nun 0. saatinden 24. saatine dogru ilerlemesiyle
beraber motilite oranlarinda dismeler gézlendi.
istatistiki dnem yéniinden incelendiginde ve 0.
saat verileriyle karsilastinldiginda kontrol ve
500 TT grubunda motilite oranindaki bu disme
saklama siresinin 12. saatinde (P<0.001); 10
TT ve 100 TT deney grubunda ise 24. saatinde
sirasiyla P<0.01, P<0.05 dizeyinde saptandi.
Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda ise kisa
sureli saklama periyodunun 0. saatinde K, 10
TT, 100 TT ve 500 TT gruplari arasinda istatisti-
ki olarak anlamli bir farkhlik bulunmadi
(P>0.05). Buna gore; kontrol grubu verileriyle
karsilastinldiginda deney gruplari arasinda
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100TT grubu 6., (%82.50) 12. (%80) ve 24. (%
77.50) saatlerde istatistiki olarak en ylksek mo-
tilite oranini verdi (P<0.001).

Akrozom anomalisi oranlari degerlendirildiginde;
deney gruplarinin 4°C’ de kisa slreli saklama
periyodunun 0. saatinden 24. saatine dogru iler-
lemesiyle beraber tim gruplarda akrozom bi-
tinligunde istatistiki agidan 6nemli oranlarda
bozulmalar gézlendi. Kontrol grubu ile Taxifoli-
nin farkh dozlarda katildi§i deney gruplarinin
akrozom anomalisi oranlari, saklama suresinin
0. saat verileri ile kiyaslandiginda tim deney
gruplarinda 12. saatten itibaren akrozom ano-
malisinde istatistiki acidan énemli oranda artis-
larin oldugu saptandi (P<0.001). Saklamanin
son 24. saati bulgulari degerlendirildiginde ise
100 TT grubunun diger tim deneme gruplarina
kiyasla akrozom butunlugund istatistiki agidan

Tablo 1. Tavsan spermasinin kisa sireli saklanmasi suresince (0., 6., 12. ve 24. saatler) farkh taxifolin
dozlarinin motilite ve akrozom anomali oranlari Gizerine etkileri

Saat [Medyan (%25-%75)]

Degisken Grup 0. Saat 6. Saat (Ifriti?r(\e:n
12. Saat 24. Saat Testi)
85.00 70.00 65.00 55.00 <0.001
Kontrol  (81.25- (70.00- (60.00- (50.00-
88.75)° 75.00)*8¢  65.00)°8¢  55.00)®°¢
85.00 80.00 75.00 70.00 <0.01
10TT (77.50- (76.25- (75.00- (66.25-
Motilite 88.75)° 85.00)*® 80.00)*"® 70.00)**®
orani (%) 85.00 82.50 80.00 77.50 <0.05
100TT (80.00- (80.00- (80.00- (75.00-
90.00)? 85.00)* 80.00)®A 80.00)*
85.00 60.00 55.00 50.00 <0.001
500TT (76.25- (60.00- (51.25- (50.00-
88.75)° 65.00)*° 60.00)*° 50.00)°
P degeri (Kruskal
Wallis testi) >0.05 <0.001 <0.001 <0.001
Kont- 3.00 6.00 10.00 14.50 <0.001
rol (3.00- (5.25-6.75)  (9.25-11.75) (13.25-
3.75)a abAB bcA 1500)0A
3.00 5.00 7.00 9.00 <0.001
10TT (3.00- (5.00-6.00)  (6.25-8.00)  (9.00-10.00)
3.75)31 abB bcBC cAB
3.00 5.00 7.00 <0.001
Akrozam
) 0 100TT (3.00- (4.25-5.75)  6.00(5.00-  (6.25-8.00)
anomali orani (%) 3.75)° 2bB 7.00) bB
3.50 6.50 10.00 14.50 <0.001
500TT (3.00- (5.25-7.00)  (7.50-10.75) (10.75-
4.75)a abA bcAB 15-75)CA
P degeri (Kruskal >0.05 <0.05 <0.001 <0.001

Wallis testi)

A, B,C

a, b, c
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Tablo 2. Tavsan spermasinin kisa sureli saklanmasi slresince (0., 6., 12. ve 24. saatler) farkh taxifolin
dozlarinin plazma membran butlinligi (HOST) ve spermatozoa toplam anomali oranlari Uzerine etkileri

Saat [Medyan (%25-%75)]

Degisken Grup 0. Saat 6. Saat (Eri(:::lﬁ:n
12. Saat 24. Saat Testi)
70.00 57.50 50.00 44.00 <0.001
Kontrol (65.50- (54.25- (46.00- (41.25-
71.00%  59.50)*8C  52.50)°EC 48.75)®
68.50 65.00 62.50 53.00 <0.001
Plazma 10TT (66.00- (63.00- (56.75- (49.50-
membran 71.00)° 66.75)*" 63.75)**  55.00)°"8
bitiinligi 69.50 67.00 66.00 65.00 >0.05
orani (%) 100TT (66.50- (65.25- (64.00- (61.50-
73.00) 69.75) 68.00)" 67.50)*
68.00 62.50 60.50 51.50 <0.001
500TT (66.25- (59.50- (58.50- (48.25-
69.75°  64.50)™®  1.75)"° 58.50)°®
P degeri (Kruskal
Wallis testi) >0.05 <0.001 <0.001 <0.001
Kont- 7.00 11.50 13.50 18.50 <0.001
rol (6.00- (10.00- (12.25- (16.25-
8.00)° 12.75)*" 14.75)A 20.75)%
7.00 7.00 9.00 12.00 <0.001
10TT (6.00- (6.25-8.00)  (8.25-10.00) (9.25-13.00)
800)8 aB abB bBC
Spermatozoa 6.50 8.00 7.50 8.50 <0.01
toplam 100TT (6.00- (6.25-8.00)  (7.00-9.00)  (8.00-10.00)
anomali orani (%) 7.75)° abB abB bC
7.00 8.00 10.00 14.50 <0.001
500TT (6.00- (7.00-9.00)  (9.00-11.00) (14.00-
775)8 abB bcB 16.75)CAB
P degeri (Kruskal
Wallis testi) >0.05 <0.001 <0.001 <0.001
A B, C

: Ayni sutunda (gruplar arasi) farkh harf tagiyan veriler istatistiksel olarak farkhidir.

ab.c . Ayni satirda (saatler arasi) farkl harf tagiyan veriler istatistiksel olarak farklidir.

daha iyi korudugu saptandi (P<0.001). Gruplar
arasi istatistiki degerlendiriimelerde; 0. saatler-
de akrozom anomalisi yonunden istatistiki bir
farkhlik bulunmadi (P>0.05). Kisa sureli sakla-
manin 24. saatine gelindiginde 100 TT grubu-
nun (%7) kontrol grubuna kiyasla istatistiki agi-
dan énemli derecede akrozomal morfolojik yapi-
nin batinldgdnd korudugu ve akrozom anomali-
si oraninin disuk oldugu saptandi (P<0.001).

Spermatozoa plazma membran batinlGgidnin
test edildigi HOS test verileri degerlendirildigin-
de; kisa sureli saklama periyodunun 24. saate
dogdru ilerlemesiyle beraber plazma membran
bltdnligidnin korunmasinda istatistiki farkhliklar
0. saat verileriyle karsilastirildiginda spermato-
zoa plazma membran butliinlida oraninin kont-
rol ve 10 TT gruplarinda 12. saatten itibaren
basladigi tespit edildi (P<0.001). Deney grupla-
rindan 100 TT verileri incelendiginde 0., 6., 12,

ve 24. saatleri arasinda plazma membran bi-
tinligu oraninda disls tespit edilmis olsa da
bu durum istatistiki olarak 6nemli bulunmadi
(P>0.05). Taxifolinin 500 pl dozunda katildigi
500 TT grubunda ise 0. saat verisiyle karsilasti-
rildiginda spermatozoa plazma membran butin-
ligundeki bozulmalarin 24. saatte istatistiki ola-
rak 6nemli bulundugu belirlendi (P<0.001).
Kontrol grubu ile taxifolinin farkli dozlarinin kul-
lanildigr 10TT, 100TT ve 500TT deney gruplari-
na ait spermatozoa plazma membrani bitlnlu-
g oranlar arasindaki farkliliklar degerlendirildi-
ginde; 0. saatte deney gruplari arasinda istatisti-
ki bir fark olmadigi saptandi (P>0.05). Kisa si-
reli saklama periyodunun 6. ve 12. saatinde 10
TT ve 100 TT gruplarinin istatistiki olarak ben-
zer HOST degerine sahip oldugu saptandi.
Kontrol ve 500 TT deney gruplarina ait verilerle
kiyaslandiginda; belirtilen gruplara ait bu HOST
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degerlerinin, istatistiki agidan daha yiksek oldu-
gu saptandi (P<0.001). Tavsan spermasinin
kisa sureli saklama periyodunun 24. saatinde
100 TT grubunda diger tim butinliGginin ko-
rundugu tespit edildi (P<0.001).

Kontrol grubu dahil tim deney gruplarinda sper-
manin kisa slreli saklanmasi suresince ilerle-
yen zamanla beraber toplam spermatozoa ano-
mali oraninda istatistiki acidan énemli oranlarda
artis gozlendi. Tavsan spermatozoasinda top-
lam anomali orani kisa sureli saklama suresinin
0. saat ile 24. saat arasi slrede analiz edildigin-
de ve 0. saat verileriyle kiyaslandiginda; K
(P<0.001) ve 500 TT grubunda (P<0.001) 12.
saatten; 10 TT (P<0.001) ve 100 TT (P<0.01)
gruplarina ait toplam anomali oranlarinin ise 24.
saatten itibaren artis gosterdigi saptandi. Deney
gruplari arasindaki farkhliklar analiz edildiginde;
saklama suresinin 0. saatinde gruplar arasinda
toplam spermatozoa oraninda istatistiki agidan
Onemli bir farkhlik olmadigi (P>0.05) saptandi.
Saklama periyodunun 6. ve 12. saat verileri in-
celendiginde ve kontrol grubu verileriyle kiyas-
landiginda 10 TT, 100 TT ve 500 TT gruplarin-
da spermatozoanin normal morfolojik yapisinin
daha iyi korundugu belirlendi (P<0.001). Kisa
sureli saklama periyodunun 24. saat verileri in-
celendiginde kontrol grubu verisiyle karsilastiril-
diginda 10 TT ve 100 TT grubunda spermato-
zoa toplam morfolojik yapisinin daha iyi korun-
dugu ve 100 TT grubunun istatistiki olarak daha
dislk toplam spermatozoa anomali orani verdi-
gi saptandi (P<0.001).

Tartisma ve Sonug¢

Spermanin saklanmasi teknikleri; spermanin
sivi halde kisa sireli saklanmasini ya da dondu-
rularak uzun sureli saklanmasini kapsamaktadir
(Tittarelli ve ark., 2006). Ancak, her iki sperma
saklama tekniginde de spermanin sulandiriima-
si, sogutulmasi, dondurulmasi-¢ozdurilmesi
gibi uygulanan pek ¢ok islem spermatozoa moti-
litesinde azalma, membran buttnliginde bozul-
ma ile DNA hasarli spermatozoa sayisinda artis
ve sonugta fertilitede disUs gibi geri déntsum-
stz hasarlar olusturmaktadir (De Lamirande ve
ark., 1997; Holt, 2000). Spermada olusan bu
hasarlarin ROS’un asin Uretiimesinden kaynak-
lanabildigi bildiriimektedir. ROS’'un membran
lipidlerini oksitlemesiyle lipid peroksidasyon
olusmaktadir. Normalde spermatozoa ve semi-
nal plazmada sekillenen lipid peroksidasyonu
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dengeleyebilmek ve ROS’un kontrolsiiz Gretimi-
ni engelleyebilmek amaciyla kimi antioksidanlar
ve antioksidatif savunma mekanizmalari bulun-
maktadir. Ancak, saklanma sliresince sperma-
tozoada sitoplazmanin az olmasina bagli olarak
bu savunma sistemi vyeterli olamamaktadir
(Agarwal ve ark., 2005). Dolayisiyla, sperma
sulandiricilarina gesitli antioksidanlar ilave edi-
lerek spermanin saklanmasina yénelik pek g¢ok
calisma yapilmis ve olumlu sonuglar bildirilmistir
(Zhu ve ark., 2019; Sabir ve ark., 2019).

Calismamizda, tavsan spermasinin kisa sureli
saklanmasinda ilerleyen saklama periyodu su-
resince spermatozoa motilite orani, morfolojik
yapisi ve plazma membran batanligu gibi
onemli kimi spermatolojik parametrelerdeki de-
gisimleri ve bu degisimler Gzerine taxifolinin do-
za bagh etkileri gosterildi. Yapilan galismada
kontrol, taxifolinin farkli dozlarda kullanildigi 10
TT, 100 TT ve 500 TT gruplari dahil tim deney
gruplarinda tavgsan spermasinin 4°C’de kisa
sureli saklanmasi sirasinda saklama suresinin
0. saatten 24. saate dogru ilerlemesiyle beraber
istatistiki agidan édnemli motilite oranlarinda dis-
meler, akrozom ve plazma membran butinligu
ile toplam morfolojik yapida bozulmalar gdzlen-
di. Bu durum, spermatozoa mitokondri yapilari-
nin bozulmasiyla beraber enerji Uretiminde so-
runlarin olusmasina baglanabilmektedir. Sper-
matozoa motilitesi i¢cin gereken enerji cok sayi-
da bulunan mitokondrialarca saglanmaktadir.
Spermatozoanin fonksiyon bozukluklarinda ser-
best oksijen dizeyi olduk¢ca artmaktadir ki bu
durum mitokondrialarin da galismasini bozarak
motilite gibi pek ¢ok spermatozoa fonksiyonlari-
ni geri dénusimslz hasara ugratmaktadir
(Agarwal ve ark., 2014).

Calismada deney gruplari arasinda 100 TT gru-
bunun 6., (%82.50), 12. (%80) ve 24. (%77.50)
saatlerde istatistiki olarak en yiksek motilite
oranini verdigi ve daha etkin koruma sagladigi
saptanmigtir. Bu durum, spermanin sogutulma-
siyla birlikte metabolizmasinin yavaglamasina
ayni zamanda sperma sulandiricina eklenen
taxifolinin doza bagli olarak glgli antioksidatif
etki gostermesine baglanabilmektedir. Saklama
periyodunun 24. saatinde 100 TT grubundaki
motilite orani (%77.50) Saridzkan ve ark. (2013)
ve (2014)nin farkh antioksidan maddeler kata-
rak yaptiklari tavsan spermasinin kisa sureli
saklanmasi calismalarinin 24. saat verilerine
benzerlik gostermektedir. Belirtilen ¢alismalarda



Erciyes Univ Vet Fak Derg 2020; 17(2): 164-172

antioksidan etkinlige sahip maddeler sperma
sulandiricilarina katilmis ve antioksidan katki
maddelerinin etkisiyle ilgili gruplarda tavsan
spermasinin kisa sureli saklanmasi sonrasinda
motilite oranlarinin ilerleyen zamana kargi daha
iyi korundugu tespit edilmistir.

Calismamizin 10 TT ve 100 TT gruplarinda tav-
san spermasinin 24 saatlik kisa sureli saklama
periyodu sonunda motilitede ylksek oranlarin
elde edilmesi taxifolinin 6zellikle spermanin so-
gutulmasi sirecinde sekillenen soduk sokunun
uyardigi ROS’u énleyebilmesine bagdlanabilmek-
tedir. Taxifolin, flavanone grubu icinde yer alan
gucli antioksidan etkili bir maddedir (Rice-
Evans ve ark., 1996). Flavonoidler, antioksidan
etkilerini metal iyonlarini baglayarak ve serbest
radikallerin olusmasina neden olan enzimatik
reaksiyonlari inhibe ederek godstermektedir
(Cotelle, 2001). Yapilan galigmalarda bir gesit
flavanoid olan taxifolinin antioksidatif etkinligi,
reduksiyon, ROS’u temizleme yetenegi ve me-
tal selatlama aktivitelerine sahip oldugu gdsteril-
mistir (Topal ve ark., 2016). Dolayisiyla, calis-
mamizin sonucu, taxifolinin soguk sokunun etki-
siyle asir Uretilen ROS’un olusturdugu oksidatif
strese karsi antioksidan kimligiyle savunma ser-
giledigi ve metal iyonlarini baglamak suretiyle
lipidlerin oksidasyonunu engelleyebildidi ve ser-
best radikallerin olusmasinda goérevli enzim sis-
temlerini inhibe edebildigi bilgisiyle paralellik
gOstermektedir (Sunil ve Xu, 2019).

Gruplar arasi degerlendirmede saklama siresi-
nin 24. saatinde 10 TT ve 100 TT grubunda ak-
rozomal yapi bitinligld ve spermatozoa toplam
morfolojik yapisinin daha iyi korundugu ve 100
TT grubunun istatistiki olarak daha dusik akro-
zomal ve spermatozoa toplam anomali orani
verdigi saptanmistir.

Diger evcil hayvanlarin aksine tavsan seminal
plazmasi ylksek kolesterol/fosfolipid orani ve
distik doymamis/doymus yag asidi oranina sa-
hiptir. Bu durum membran yapisina orta dizey-
de akiskanlik kazandirirken gevresel strese kar-
sI daha gug¢li dayanikhlik saglamaktadir
(Castellini ve ark., 2006). Her ne kadar tavsan
spermatozoasinin membran yapisi lipid bileseni
soguk sokuna karsl direng saglasa da yapilan
pek ¢ok galismada spermanin sogutulmasi sira-
sinda ilerleyen zamanla birlikte tavsan sperma-
tozoonu morfolojik yapisinda ve fonksiyonlarin-
da bozulmalarin olustugu bildirilmistir (Rosato

Serpil SARIOZKAN

ve laffaldano, 2011). Calismamizin sonucu, Ki-
sa kisa sireli saklamanin 24. saatinde sperma-
tozoonun akrozom, bas ve kuyruk morfolojik
yapisinda hasarlarin olmasi ydnuyle yukarida
belirtilen literatirlerde verilen bilgilerle benzerlik
goOstermektedir.

Tavsan spermasinin kisa sureli saklama periyo-
dunun 24. saat verileri degerlendirildiginde 100
TT grubunda plazma membran butinlGgindn
diger tim deney gruplarindan istatistiki olarak
onemli derecede daha iyi plazma membran bi-
tinlGgunin korundugu tespit edilmistir. Sperma-
tozoada membran hasarlari, spermanin sogutul-
mas! igslemi sirasinda sicakhdin 20°C’'den
5°C’ye hizli sekilde diismesiyle birlikte sekille-
nen soguk soku esnasinda spermatozoanin
yaslanmasi sonucu olugsmaktadir (Paulenz ve
ark., 2002). Hicre membraninin soguk sokun-
dan ilk etkilenen bolge oldugu ve bu yapida
g6zlenen yapisal degisimlerin; protrizyon-lar,
dalgalanmalar ve vezikulasyonlardan membran
kayiplari, yirtilmalari ve erimeleri gibi membran
batanligdnin bozuldugu agir hasarlara kadar
vardidi bildiriimektedir (Morris ve ark., 1999).
Dolayisiyla yaptigimiz galismada; tavsan sper-
masinin 4°C’de saklama stresinin ilerlemesiyle
beraber spermatozoa membran butinliginde
tespit ettigimiz bozulmalar yukarida bildirilen
literaturlere paralel sekillenmistir.

Tavsan spermasinin kisa sureli saklamasinin
yapildigi bir calismada kullanilan antioksidan
maddenin saklama periyodunun 12. saatinde
motilite, akrozomun morfolojik yapisi ve memb-
ran bitunliginde istatistiki agidan 6nemli di-
zeyde koruma sagladigi rapor edilmistir
(Saridézkan ve ark., 2014). Koglarda kisa sureli
saklamanin yapildigi bir bagska calismada da
kullanilan antioksidan maddelerin spermatozoa
motilitesi, plazma membran batinligid ve nor-
mal morfolojik yapinin korunmasinda istatistiki
acidan o6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir
(Bucak ve ark., 2007). Yaptigimiz calismada
saklama periyodunda zaman ilerledikge sper-
matolojik parametrelerde 0. saat verilerine ki-
yasla bozulmalarin bagladigi tespit edilmistir. Bu
durum, sogutma, dondurma-¢ozdirme iglemleri
spermatozoonun morfolojik yapi ve fonksiyonla-
rina zarar verebildigi bilgisine benzerlik gdster-
mektedir (Kim ve ark., 2011). Ayrica, 100 TT
grubunda kullanilan taxifolin dozunun kisa sureli
saklamanin 24.saatinde spermatozoa motilitesi-
ni, normal morfolojik yapisini ve plazma memb-
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ran butinligind etkin bir sekilde korudugu tes-
pit edilmigtir.

Sonug olarak; bu calisma, taxifolin katilmamis
kontrol grubu ile taxifolinin 3 farkli dozu kullani-
larak 4 °C de kisa sireli saklama yapilmis tav-
san spermatozoasinda 24 saatlik degisimi gos-
teren model bir galismadir. Calisma sonucunda
100 pl dozda kullanilan taxifolinin; kontrol gru-
buna kiyasla motilite oraninda 6., 12. ve 24.
saatlerde istatistiki olarak en yiksek orani verdi-
gi, kisa sureli saklamanin 12. ve 24.saatinde
akrozomal butlinlGgl, ve 24. saatte plazma
membran batinlugund istatistiki olarak 6nemli
derecede korudugu ve istatistiki olarak daha
dusuk spermatozoa toplam anomali orani verdi-
gi tespit edilmistir. Bu ¢alismayla taxifolinin dozu
arttikga toksik etki gosterebilecegi, disiik dozda
kullanildidinda ise koruyucu etki gosteremedigi
kanisina varilmistir. Dolayisiyla, antioksidatif
etkinligi bilinen taxifolinin sperma sulandiricisina
ilave edilmesiyle tavsan spermasinin spermato-
lojik karakterlerinde doza bagl olarak koruma
sagladigr sdylenebilmektedir. Taxifolinin farkli
dozlan ve farkl saklama sureleriyle gerek tav-
sanlarda ve gerekse diger tirlerde spermanin
saklanabilirligi Uzerine etkilerinin belirlenebilme-
si amaciyla daha fazla arastirmalarin yapilmasi
Onerilmektedir.

Kaynaklar

Agarwal A, Durairajanayagam D, Halabi J, Peng
J, Vazquez-Levin M. Proteomics, oxidative
stress and male infertility. Reprod Bio Med
Online 2014; 29(1): 32-58.

Agarwal A, Prabakaran SA, Said TM. Preven-
tion of oxidative stress injury to sperm. J And-
rol 2005; 26(6): 654-60.

Aitken RJ, Baker MA. Oxidative stress and male
reproductive biology. Reprod Fert Dev 2004;
16(5): 581-8.

Avdatek F, Yeni D, Gindogan M. Merinos kog-
larda spermaya katilan antioksidanlarin kisa
sureli saklama sirasinda spermatolojik para-
metreler ve DNA hasari (izerine etkileri. Koca-
tepe Vet J 2018; 11(2): 126-33.

Bilodeau JF, Chatterjee S, Sirard MA, Gagnon
C. Levels of antioxidant defenses are decrea-
sed in bovine spermatozoa after a cycle of
freezing and thawing. Mol Reprod Dev 2000;

171

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2020; 17(2): 164-172

55(3): 282-8.

Bucak MN, Tekin N, Kulaksiz R. Ko¢ spermasi-
nin kisa sureli saklanmasinda antioksidanlarin
etkisi. Lalahan Hay Arast Enst Derg 2007; 47
(2): 15-21.

Castellini C, Cardinali R, Dal Bosco A, Minelli A,
Camici O. Lipid composition of the main fracti-
ons of rabbit semen. Theriogenology 2006; 65
(4): 703-12.

Cotelle N. Role of flavonoids in oxidative stress.
Curr Top Med Chem 2001; 1(6): 569-90.

De Lamirande E, Jiang H, Zini A, Kodama H,
Gagnon C. Reactive oxygen species and
sperm physiology. Rev Reprod 1997; 2(1): 48-
54.

Garrido N, Meseguer M, Simon C, Pellicer A,
Remohi J. Prooxidative and anti-oxidative im-
balance in human semen and its relation with
male fertility. Asian J Androl 2004; 6(1): 59-66.

Gupta MB, Bhalla TN, Gupta CR, Mitra GP,
Bhargava KP. Anti-inflammatory activity of
taxifolin. Japan J Pharmacol 1971; 21(3): 377-
82.

Hafez ESE. Reproduction and Breeding Tech-
niques for Laboratory Animals. Philadelphia:
Lea and Febiger, 1970; pp. 273-98.

Holt WV. Basic aspects of frozen storage of se-
men. Anim Reprod Sci 2000; 62(1-3): 3-22.

Kim S, Lee YJ, Kim YJ. Changes in sperm
membrane and ROS following cryopreserva-
tion of liquid boar semen stored at 15°C.
Anim Reprod Sci 2011; 124(1-2): 118-24.

Kuang H, Tang Z, Zhang C, Wang Z, Li W,
Yang C, Wang Q, Yang B, Kong AN. Taxifolin
activates the Nrf2 anti-oxidative stress
pathway in mouse skin epidermal JB6 P+cells
through epigenetic modifications. Int J Mol Sci
2017; 18(7): 1546.

Morris GJ, Acton E, Avery S. A novel approach
to sperm cryopreservation. Hum Reprod 1999;
14(4): 1013-21.

Paulenz H, Séderquist L, Perez-Pe R, Berg KA.
Effect of different extenders and storage tem-
peratures on sperm viability of liquid ram se-
men. Theriogenology 2002; 57(2): 823-36.



Erciyes Univ Vet Fak Derg 2020; 17(2): 164-172

Revell SG, Mrode RA. An osmotic resistance
test for bovine semen. Anim Reprod Sci,
1994; 36: 77-86.

Rice-Evans CA, Miller NJ, Paganga G. Structu-
re-antioxidant activity relationships of flavono-
ids and phenolic acids. Free Radical Biol Med
1996; 20(7): 933-56.

Roca J, Martinez S, Vazquez JM, Lucas X, Par-
rilla I, Martinez EA. Viability and fertility of rab-
bit spermatozoa diluted in Tris-buffer exten-
ders and stored at 15°C. Anim Reprod Sci
2000; 64(1-2): 103-12.

Rosato MP, laffaldano N. Effect of chilling tem-
perature on the long-term survival of rabbit
spermatozoa held either in a Tris-based or a
jellified extender. Reprod Domest Anim 2011;
46(2): 301-8.

Sabir SA, EI-Gindy YM, Morshedy SA, Zahran
SM, Ahmed MH, Zeweil HS. Semen quality,
sex hormone and antioxidant status of male
rabbits as influenced by two forms of onion.
Egypt Poult Sci 2019; (31-39): 31-8.

Saleh RA, Agarwal A. Oxidative stress and ma-
le infertility: from research bench to clinical
practise. J Androl 2002; 23(6): 737-52.

Sariozkan S, Bucak MN, Tuncer PB, Ulutas Al-
kim P, Bilgen A. The influence of cysteine and
taurine on microscopic-oxidative stres para-
meters and fertilizing ability of bull semen fol-
lowing cryopreservation. Cryobiology 2009; 58
(2): 134-8.

Saridzkan S, Ozdamar S, Tirk G, Cantiirk F,
Yay A. In vitro effects of L-carnitine and gluta-
mine on motility, acrosomal abnormality, and
plasma membrane integrity of rabbit sperm
during liquid-storage. Cryobiology 2014; 68(3):
349-53.

Sariézkan S, Turk G, Cantirk F, Yay A, Eken A,
Akcay A. The effect of bovine serum albumin
and fetal calf serum on sperm quality, DNA
fragmentation and lipid peroxidation of the
liquid stored rabbit semen. Cryobiology 2013;
67(1): 1-6.

Schafer S, Holzman A. The use of transmigra-
tion and spermac stain to evaluate epididymal
cat spermatozoa. Anim Reprod Sci 2000; 59(3
-4): 201-11.

Serpil SARIOZKAN

Sunil C, Xu B. An insight into the health-
promoting effects of taxifolin
(dihydroquercetin). Phytochemistry 2019; 166:
112066.

Tittarelli C, Savignone CA, Arnaudin E, Stornelli
MC, Stornelli MA, De La Sota RL. Effect of
storage media and storage time on survival of
spermatozoa recovered from canine and feli-
ne epididymides. Theriogenology 2006; 66 (6-
7): 1637-40.

Topal F, Nar M, Gocer H, Kalin P, Kocyigit UM,
Glilgin i, Alwasel SH. Antioxidant activity of
taxifolin: an activity-structure relationship. J
Enzyme Inhib Med Chem 2016; 31(4): 674-83.

Zhang HQ, Wang YJ, Yang GT, Gao QL, Tang
MX. Taxifolin inhibits receptor activator of NF-
kappaB ligand-induced osteoclastogenesis of
human bone marrow-derived macrophages in
vitro and prevents lipopolysaccharide-induced
bone loss in vivo. Pharmacology 2019; 103(1-
2):101-9.

Zhu Z, Li R, LvY, Zeng W. Melatonin protects
rabbit spermatozoa from cryo-damage via
decreasing oxidative stress. Cryobiology
2019; 88: 1-8.

172



ERCIYES UNIVERSITESi VETERINER FAKULTESIiI DERGISI
Journal of Faculty of Veterinary Medicine, Erciyes University

Derleme / Review
17(2), 173-179, 2020
DOI: 10.32707/ercivet.760828

Analytical Methods for Determination of Aflatoxin B, in Animal Feeds and Feedstuffs*

Saima MUSHTAQ', Yavuz Kiirsad DAS', Abdurrahman AKSOY"

'Ondokuz Mayis University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Veterinary Pharmacology and Toxicology,
Samsun-TURKEY

Corresponding author: Yavuz Kirsad DAS; E-mail: ykdas@omu.edu.tr; ORCID: 0000-0001-8634-5752
How to cite: Mushtaqg S, Das YK, Aksoy A. Analytical methods for determination of aflatoxin B, in animal feeds and feedstuffs.
Erciyes Univ Vet Fak Derg 2020; 17(2): 173-179.

Summary: Aflatoxin By (AFBy) is an Aspergillus spp. produced mycotoxins which is identified as one of the key con-
taminant of feeds and toxic to some degree to all species tested to date. Because of its hepatocarcinogenic nature,
AFB; has obtained significant attention in past few years. A number of analytical, diagnostic and immunological proce-
dures are available for assessment and estimation of AFB, in different feeds such as enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA), thin layer chromatography (TLC), high performance liquid chromatography (HPLC), liquid chromatog-
raphy tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and electrochemical immunosensors (ECI). All available analytical
methods for determination of AFB, principally included the same steps like, sampling, sample preparation, detection,
confirmation, and finally risk assessment. HPLC approaches are most commonly used nowadays because of their high
accuracy, precision and sensitivity. Since late 20" century, many countries including Turkey has imposed strict rules
and regulations regarding AFB, in food and animal feed related industry to protect the consumer from the detrimental
effects of the toxin. In this article, a number of analytical techniques for determination of AFB, in feeds and feedstuffs
starting from sampling to risk assessment and international regulations are reviewed.

Key words: Aflatoxin B4, analytical methods, international regualtions, risk assessment, sampling

Hayvan Yem ve Yem Hammaddelerinde Aflatoksin B,’in Belirlenmesi igin Analiz Yontemleri

Ozet: Aflatoxin By (AFB,) yemlerde ana kirletici olan Aspergillus tiirleri tarafindan iretilen ve biitin tiirlerde belirli de-
recelerde zehirli olan bir mikotoksindir. Karaciger karsinojeni oldugundan, son yillarda ilgi odagdi haline gelmigstir. AF-
Byin gesitli yemlerden analizinde enzim bagl immunosorbent assay (ELISA), ince tabaka kromatografisi (ITK), yiiksek
performanslh sivi kromatografi (HPLC), sivi kromatografi tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) ve elektrokimyasal
immiinosensér (EKI) gibi yontemler kullanilimaktadir. Belirtilen yéntemlerin hepsinde érnek alma ve hazirlama, tespit,
dogrulama ve risk degerlendirme asamalari bulunur. HPLC ylksek dogruluk, kesinlik ve hassasiyetinden dolayi en
yaygin kullanilan analiz yéntemidir. Turkiye dahil birgok Ulke, 20. yy. sonundan beri, tiketiciyi zararli etkilerinden
korumak igin gida ve yem ile ilgili sektorlerde AFB; igin kati kural ve dizenlemeler yurirlige koymustur. Bu makalede,
yem ve yem hammadelerinde, dérneklemeden risk degerlendirme asamasina kadar, AFB, analizinde kullanilan cesitli
yontemler ve uluslarasi diizenlemeler derlenmistir.

Anahtar kelimeler: Aflatoksin B4, analiz yontemleri, érnekleme, risk degerlendirmesi, uluslararasi diizenlemeler

drated sodium calcium and aluminosilicate are mixed
in feed which prevent the absorption of AFs by bind-
ing with it in gastrointestinal tract (Essiz et al., 2006).

Introduction

Aflatoxins (AFs) are organic chemicals and derived
metabolites of different strains of fungi, like Aspergil-
lus flavus and A. parasiticus. These toxins are muta-
genic, teratogenic, carcinogenic, and immunosup-
pressive in their nature and usually found as contami-
nants in a variety of crops like cereals, oilseeds, tree
nuts and spices (Marchese et al., 2018).

Commercially and for research purposes AFs are
being detected by various techniques like enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA), thin layer chro-
matography (TLC). The more precise, sensitive and
advance technique is high performance liquid choro-
matogarphy (HPLC) (Manetta, 2011). A number of

Animals are exposed to AFB; toxicty after consuming
the contaminated feeds and feedstuffs. Liver metabo-
lised the AFB; and AFB; by cytochrome p450 en-
zyme and excrete it as AFM4 and AFM,, such metab-
olites are reported in various milk and milk products
(Aksoy et al., 2009a; Aksoy et al., 2010). In order to
prevent the toxicity of AFs some absorbents like hy-
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analytical techniques to analyze AFB; in feed or
feedstuffs are being reviewed in this study, starting
from sampling, procedure/technique and relevant
pros and cons coined with those analytical methods.
Also the risk assessment of AFB4 was summarized in
this review.
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Sampling

Sampling is one of the most important steps in all
analytical methods. Sample variation endured largest
contributing factor for error in the analytical identifica-
tion of AFB, in feeds and feedstuffs. Thus, systematic
approaches have been designed and even adapted
for sampling method, sample preparation, and analy-
sis of AFB; at the parts-per-billion (ppb, ng g™') level
(Saini and Kaur, 2012).

It is preferable to collect sample when lots are in
movement as incidences like loading and unloading
can be one of the predisposing factor of AFs content
in a moving sample from trucks (FAO, 1993). Sample
should be constituted by at least 100 incremental
(small portions taken to compose an accumulatively
bulk sample) grabbed in a systematic but random
manner, manually or automatically from the maxi-
mum number of points from a lot. Then, It should be
packed properly in an humidity free containers such
as paper bags or cardboard boxes. Sample details,
labelling and tagging should be done properly in next
step according to the site of the lot from where it has
been collected. Furthermore, sample must be pro-
tected against heat and moisture during transporta-
tion. It is important to keep it in its original form. Re-
frigeration can be a preferable practice until ana-
lysed. Proper protection from heat and humidity is
needed in order to prevent from fungus development
(Fonseca, 2002).

Accuracy of sampling can be improved by taking
sample in large quantity and dividing them in to three
parts. Weight difference have been also taken into
consideration (Sinha, 1999). A study performed by
Armorini et al. (2015) showed a high heterogeneity
associated with the presence of AFB; in flour when
sample was analyzed from a smaller weight as 5 g to
20 g. So it was concluded in their study that increas-
ing the sample weight (start from 20 g) reduce the
variability of AFB+ level in multiple samples analyzed.

Fonseca (2002) also demostrated the impact of sam-
ple weight on the variation coefficient when sampled
shelled peanuts. The bigger the sample, lesser varia-
tion noticed on graph. A lot of differences in sample
size has been recommended worldwide. Different
countries have different requirement in terms of sam-
ple weight. For example, The United Kingdom re-
quires a weight of 10.5 kg per grain sample and The
Department of Agriculture in United States consider
66 kg per grain sample for AF analysis. Generally,
most of the countries accept 5 to 10 kg per grain
sample weight. Sub-samples size varies from 20 -
100 g. Mostly methods need a 50 g sample for AF
analysis, which seems to be economical in terms of
solvents usage (Sinha, 1999).
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Sample preparation

Reduction in particle size and homogenization are
main aim of sample prepration to make subsamples
which represent the parent sample for analysis. Re-
duction in particle size is carried out in mills/grinders
that converts the sample to a paste while simultane-
ously homogenizing the sample (Davis et al., 2018).
In case of non-granular product like milk there is no
sample preparation, small portion of milk is taken for
further processing. Blending or mixing is important in
liquid samples before taking any portion for analysis.
Sub-sample size also may vary, but usually it is in the
order of 25 to 1000 g depending on particle size
(Whitaker et al., 2005).

Extraction and clean-up procedures

Clean-up step is used to remove/reduce any disturb-
ing substrate, that may result in any analytical error
while extraction in quantitative step for the analysis.
Different extraction methods have been used over
the period of time by evolution of this subject (Sizoo
et al., 2005). Currently, the extraction of the AFs is
done by aqueous polar solvents, and most commonly
used substances are methanol or acetonitrile. The
solvent selection depends on the chemical composi-
tion and analytical of the mycotoxin (Pittet, 2005).

The liquid-liquid extraction is based on the priciple of
distribution of analytes in two non-miscible phases.
The major downside of this process is, it demands
organic and chlorinated solvents in significant
amount. Consequently, this method has been re-
placed by solid phase exctraction (SPE) method
(Sizoo et al., 2005). The SPE column includes a
bonding phase which permits selective absorption of
contaminants or the substances of interest such as
an analyte. Silica traps the ingredient of interest
which is analyte and the unwanted substances are
washed off. A specific elution solution releases the
analyte from the column. The analyte is eluted with
specific solutions to it from the column (Yao et al.,
2015).

The immunoaffinity column (IAC) are used to reduce
the matrix effect which relly on princple that antibod-
ies are raised against the AFB is immobilised on a
gel, packed in colmun. First conditioning of column is
done with phospahte buffer solution (PBS) than sam-
ple extract is applied. During sample application AFB;
gets bound to anitibody and than to IAC gel. After
loading of extarct to IAC, gel is washed with PBS to
detach any co-extractives and finally AFB4 is re-
moved from IAC by breaking antigen-antibody bond
(Senyuva and Gilbert, 2010).
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Analytical techniques for determination of
aflatoxin B4

Enzyme-linked immune-sorbent assay

Enzyme-linked immune-sorbent assay is a simple,
rapid and specific method used for detection and
quantification of AFB, (as antigen) in a sample using
an enzyme-labelled toxin and antibodies specific to
AFB; test kit (Adi and Matcha, 2018). Along with rap-
id screening of toxins, these kits coined with some
drawback also like cross reacitivity and matrix de-
pendence which leads to extreme variation in results
(Aksoy et al., 2016).

For the determination of AFB; in feeds and feedstuffs
direct/indirect competitive ELISA has been used ex-
tensively. Low limit of detection (LOD) is one of main
advantage of ELISA method based test. A study per-
formed by Aksoy et al. (2009b) for the deterimantion
of AFB4 in compound animal feed in 40 samples by
using ELISA. Reported percentage of AFB; in com-
pund feed was 95%. In another study conducted by
Aycicek et al. (2005) among 40 cacao hazelnut
cream and 51 dehulled hazelnut samples AFB; exist-
ence was reported in 39 and 43 samples of cacao
hazelnut cream and dehulled hazelnut with level of
<1to 13 ng g'and <1 to 10 ng g, respectively.

Chun et al. (2007) validated 85 samples positive for
AFs in nuts and nut products, where ELISA used for
rapid screening and HPLC for further quantification.
For AFB; the LOD was 0.08-1.25ng g and the limit
of quantification (LOQ) was 0.15-2.50 ng g respec-
tively and recovery ranged from 83.4% to 102%. In
this study, ELISA screening detected 31 positive
samples, resulted above 0.06 ng g”'. These samples
were further quantified with HPLC, results shows
contamination level up to 28 ng g™ in nine samples.
HPLC results demostrated that about 2/3 of the re-
sults were false positive in ELISA. As concerned with
the advantage ELISA technique has high output and
rapidity in screening.

Thin layer chromatography

Thin-layer chromatography, a technique used for
purity assessment, separation, and identification of
organic compounds, used quite extensively in the
analysis of AFs. This method is quite sensitive and
can quantify AFs as low as 1 ng g™ (Rahmani et al.,
2009). Ultraviolet light (UV) is used to examine the
developed TLC plates. Visual comparison of the fluo-
rescent intensity of the spots in the sample extracts
gives estimation of concentration of AFs in sample
being analyzed. These estimated spots are com-
pared with AF standards chromatographed on the
same plate (Sinha, 1999).

Stroka et al. (2000) developed a method which is
able to detect maximum level of toxin set by Europe-
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an Union (EU). They use TLC for determination of
AFs in various feed samples. IAC was used prior to
TLC. Aflatoxins were analysed by comparing with
them AF standards using densitometry. Result shows
LOD for AFB; in peanut, paprika and pistachios were
0.6, 0.4, and 0.2 ng g whereas LOQ were 1.5, 1.2
and 0.5 ng g' while recoveries ranged from
85% ,85% and 82% respectively.

High performance liquid chromatography

High performance liquid chromatography is the most
widely and frequently used method with high preci-
sion, sensitivity and automation for mycotoxin analy-
sis. Relative affinity is the key principle in this tech-
nique where a mixture of compounds present in an
extract separates by relative affinity for a stationary
column and a mobile solvent (Pittet, 2005).

HPLC has several advantages in comparison to other
analytical methods and most important is its potential
for automation. Both normal and reversed-phase
HPLC can be used in a sample processing. Normal-
phase methods use ultraviolet (UV) monitoring at
wavelengths of 254 and 365 nm for detection of AFs
with native fluorescence and fluorescence with a sili-
ca packed cell while reversed-phase have been de-
veloped by using both UV and fluorescence detection
(FLD). Recently, reversed-phase HPLC method for
AFs detection have received significant attention be-
cause of fast and accurate detection and rapidity in
final results (Wacoo et al.,, 2014). The only disad-
vantage with HPLC methods was the complexity in
steps for extraction and clean-up, longer time and
experience factor (Sinha, 1999).

A modified, reliable and rapid method has been de-
signed based on the “Quick Easy Cheap Effective
Rugged Safe” (QUEChERS) procedure by a single
extraction step without exercising a clean-up step for
AFB; analysis in four feedstuffs comprising fish meal,
corn, broken rice and, peanut. Satisfactory results
were achieved, including good linearity, specificity,
accuracy, precision repeatability, reproducibility and
analytical limits (Choochuay et al., 2018).

HPLC coupled with FLD is commonly used along with
online post-column derivatization (PCD) for analysis
of AFB4. Kobra cell is typically used to electrochemi-
cally brominate the toxin and make it detectable even
at low level. Atmaca et al. (2015) analysed the level
of AFB¢ in 40 maize grain samples by HPLC using
IAC for sample preparation. Samples were quantified
with HPLC-FLD with Kobra cell. LOD and LOQ were
0.013 and 0.038 ng g™, respectively with recovery of
89%.

Liquid chromatography tandem

spectrometry

mass

The liquid chromatography tandem mass spectrome-
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try (LC-MS/MS) is highly specific and widely applica-
ble analytical method for both qualitative and quanti-
tative analyses. The method have capacity of deter-
mining the toxins in a single run (Di Mavungu et al.,
2009). Before MS, HPLC separates the sample into
chemical compunds after that MS ionizes the mole-
cules, afterward sort and identify the molecules ac-
cording to their mass-to-change ratio (Mahfuz et al.,
2018).

Njumbe et al. (2015) used LC-MS/MS method for the
analysis of 23 mycotoxins including AFB; in different
sorghum varieties. Result stated LOD for AFB; was
2.5ng g while LOQ was 5 ng g”. When this method
was applied to small portion of samples (10 samples)
obtained from different places 9 out of 10 samples
(90% ) samples were postive for AFB;.

Souza et al. (2013) worked on 119 samples of poultry
feed for the determination of different mycotoxins by
using LC-MS/MS. Samples include 74 maize sam-
ples, 36 chicken feed and nine feed mill residues.
AFB; was found in maize samples under value of 3.0

ng kg™
Electrochemical immunosensors

In past, many electrochemical immunosensors (ECI)
also known as antibody-based biosensor have been
developed for the detection of AFB4. Detection range
reported to be as low as 0.03-0.15 ng mL™" (Azri et
al., 2018). For mycotoxin detection by ECls rely on
the use of specific antibodies and aptamers or artifi-
cial receptors as affinity ligands which permits bind-
ing of the analyte to the sensor for estimation with

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2020; 17(2): 173-179

0.3 pg mL™" and recovery of 80% and 127% in spiked
peanut samples.

International legislations and regulations

Legally binding regulations have been issued for AF-
B4 as this mycotoxin particularly has tendency to con-
taminate milk as AFM4. The maximum level has been
established by the European Commission to prevent
the occurrence of AFM; and harmful effect to con-
sumer health (Streit et al., 2012). According to perfor-
mance criteria of EU, the recovery percentage should
be between 50 to 120% in aflatoxin analysis at < 1 ug
g spiked level (EC, 2014).

In Turkey and the EU, the maximum levels of AFB;
for compound feeds for dairy cattle and calves, dairy
sheep and lamb, dairy goat and kids, piglet and
young poultry animals is 5 ng g™'. The maximum level
for AFB, in feed ingredients and compound feed of
cattle, sheep, goat, pig, poultry (except above) is 20
ng g". The maximum level of AFB, for complemen-
tary and complete feeds (except above) is 10 ng g™
The maximum levels of AFB, for all feeds above is for
feedstuff with a moisture content of 12% (MAF, 2014;
EC, 2015).

The international regulations for the maximum limit
for AFM; in milk and dairy products range from 0 to 1
ng g'. The EU set the limit of AF levels to not more
than 20 ng g™ in lactating dairy feeds and 0.05 ng g’
in milk (Igbal et al., 2015).

The FDA action levels for total AFs in animal feed
and feed ingredient were shown in Table 1.

Table 1. FDA (2019) action levels for total AFs in animal feed and feed ingredient

Feed or feedstuff

Concentration (ng g”)

Corn and peanut products for beef cattle 300
Corn for immature animals and dairy cattle 20
Corn and peanut products for breeding beef cattle and mature poultry 100
Corn and peanut products for finishing swine (> 45.3 kg) 200
Corn and peanut products for finishing beef cattle 300
Cottonseed meal (as a feed ingredient) 300
Corn, peanut product, other feed ingredients and pet feed 20

minimum interference from other components that
can occur in a sample. Such affinity based sensors
that consist of an electrode with the bioreceptors gen-
erate an electroactive signal which offer great selec-
tivity and sensitivity for analyzed samples
(Karczmarczyk, 2017).

Masoomi et al. (2013) designed a non-enzymatic
sandwich form of an ECI that achieved a detection
range of 0.6-110ng mL" and LOD 0.2ng mL™ for
AFB,. Azri et al. (2018) worked on determination of
AFB; in peanut sample. The developed ECI showed
a linear range of 0.0001 to 10 ng mL™" with LOD of
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Toxicological risk assessment

Risk assessment is bascially carried out on theoreti-
cal basis and technical support for quality and safety
evaluation, standard establishment and risk manage-
ment of agricultural and other consumable products
(Ding et al., 2015). Toxicological risk is the toxic re-
sult of a particular activity/procedure in relation to the
likelihood that it may occur which may characterised
as a type of the hazard, magnitude of the hazard, and
probability of the hazard. With respect to above men-
tioned definitions, toxicological risk assessment is
basically a scientific activity using data from toxico-
logical research. Finally, this leads to foundation of
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risk management (Kleinjans, 2003).

Different animal species have different susceptibility
for AFB, toxicity with oral lethal dose 50 (LDsp). The
LDso of AFB; differ with age, gender etc. For example
LDs, for rabbit, cat, turkey (also puppies and young
calves), horse (young foals, also sheep), chickens,
mouse, female and male rats are 0.3-0.5, 0.55, 0.5-1,
2, 6.5-16.5, 9, 7.4 and 17.9 mg kg'1, respectively
(Dhanasekaran et al., 2011).

International Agency for Research of Cancer (IARC)
classified AFB4 as human carcinogen (group 1) and
because of its structural similarity to AFMy, is classi-
fied as carcinogenic (group 2B) (Atmaca and Aksoy,
2015). In this regard, In 1997 the Joint Food and Ag-
ricultural Organization/World Health Organization
(FAO/WHQO) Expert Committee on Food Additives
(JECFA) concluded the dietary intake also a potential
risk for AFs related carcinogenicity (Sugita-Konishi et
al., 2010).

A recent study by Nugraha et al. (2018) on risk as-
sessment for AFB; from contaminated maize and
peanut was carried out by using margin of eposure
(MOE) and estimation of liver cancer risk approach-
es. The MOE values of maize and wheat consump-
tion were generally below 10.000 and for several
occurrence data it was even below 1000. Consump-
tion were above 0.1 cancer cases / 100.000 individu-
als / 75 years for liver cancer cases associated with
AFB;.

Conclusion

Mycotoxins are emerging issue worldwide, found in
feeds and feedstuffs which is potential hazard for
both human and animal health. AFB4 received tre-
mendous attention in several years due to its hepato-
toxic and carcinogenic nature. Measures should be
taken worldwide by implementing legislations and
regulations to control toxic level of AFB, in consuma-
ble and agricultural products. Analytical methods are
still considered a developing area where techniques
are being designed to conduct analysis with time and
cost efficiency and user friendly with highest possible
accuracy.
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Ozet: Okiiler yapilarin dnemli bir béliimii dogrudan ya da dolayl yoldan muayene edilebilir. Kapsamli bir oftalmik mua-
yene yapllarak goz hastaliklarinin bircoguna hizli ve hatasiz teshis koymak mimkun olabilmektedir. Retina, optik sinir
vasitasi ile direk beynin 6n bolimiine baglanir. Gérme bozukluklarinin degerlendiriimesi igin retinayi etkileyen hastalik-
larin dnceden belirlenmesi sadaltima erken baslama ve prognoz agisindan oldukga énemlidir. Gelismis gorintileme
teknolojileri sayesinde, hastalarin patolojilerinin gosterilmesinde, sunulmasinda ve paylasiimasinda blyUk yol alinmis-
tir. Bu “derleme” kopeklerde retinanin tanisal gorintilenmesi ile ilgili bilgileri toplayarak hastaliklarin tespitini kolaylas-
tirmak amaciyla sunulmustur.

Anahtar kelimeler: Kopek, oftalmoskopi, retina, retinanin gériintilenmesi

Diagnostic Imaging of Retina in Dogs

Summary: A significant number of ocular structures can be examined either directly or indirectly. With a comprehensi-
ve ophthalmic examination, it is possible to quickly and accurately diagnose most ocular diseases. The retina is con-
nected directly to the anterior part of the brain via the optic nerve. The prediction of diseases affecting the retina is very
important for the evaluation of visual impairment in terms of early onset of treatment and prognosis. Owing to sophisti-
cated imaging technologies, a great advancement has been taken for the demonstration, presentation and sharing of
patient pathologies. In this review, it is presented to facilitate the detection of diseases by collecting information about

the diagnostic imaging of the retina in dogs.
Key words: Dog, ophthalmoscopy, retina, retina imaging

Girig

Retina goérmeyi saglayan isiga duyarli hiicrelerin bu-
lundugu goz tabakasidir. Beyin ile dogrudan baglanti-
I olan retinada sekillenen bozukluk ve patojeniteler
dogrudan gérme duyusunu etkiler. Gorme bozukluk-
larinin degerlendirilebilmesi i¢in retinanin fonksiyonla-
rinin ve retinay etkileyen hastaliklarin bilinmesi gere-
kir. Geri donligiimsuz bir hasara neden olmadan reti-
nayl etkileyen hastaliklarin 6nceden belirlenmesi
sagaltima erken baglama ve prognoz agisindan ol-
dukga 6nemlidir. KOpeklerde retinada sekillenen bu
patojeniteler tanisal olarak direkt oftalmoskopi, indi-
rekt oftalmoskopi, akilli telefon tabanl oftalmoskopi,
taramali lazer oftalmoskop (SLO), optik koherens
tomografi (OKT), floresein anjiografi (FA), ultrasonog-
rafi (USG) ve elektroretinografi (ERG) yontemleri ile
goruntilenebilmektedir (Gelatt ve ark., 2013).

Direkt Oftalmoskopi ve Indirekt Oftalmoskopi

Direkt oftalmoskopi ydnteminde, isik bir ayna veya
prizma yoluyla hastanin géziine yonlendirilir ve oftal-
moskoptaki bir mercek yoluyla muayeneyi yapan
hekimin goziine geri yansitilir (Ollivier ve ark., 2007).
Oftalmoskopta izlenen goéruntli, muayenesi yapilan
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hayvan turiine gore oldugundan daha buyuk, duz ve
gercektir (Smith, 2014). Direkt oftalmoskoplarin tze-
rinde bulunan rekoss diski ve ayri bir kadran veya
anahtar ile hastanin géziine gdnderilecek isigin bo-
yutu, sekli ve rengi ayarlanir. Bliylk boy 1sik hiizme-
si, pupilla ¢cok kui¢uk oldugu durumlarda, orta boy isik
hiizmesi, karanlk odadaki pupillar agiklikta ve kiguk
boy 1sik hiizmesi ise pupilla ¢ok kigik oldugu durum-
larda kullanilir. Kirmizi 1s1k; retina damarlarini ve sinir
lifi katmanini degerlendirmek icin kullanilirken ayni
zamanda siyah goriinen hemorajiyi, normal pigment
ve kahverengi goriinen melanomlar gibi pigmentli
lezyonlardan ayirmak icin de kullanihr. Parselli 11k
hizmesi fundus lezyonlarinin boyutunu 6lgmek igin
genellikle 16 kareli bir 1zgaradan olugur. Mavi filtre
retinanin sinir lifi tabakasini incelemek ve floresein
boyasinin varligini vurgulamak igin kullanilabilir. Slit-
lamp hizmesi, fundustaki ¢ékme ve yukseltilerin be-
lirlenmesinde kullanihr (Maggs ve ark., 2008).

indirekt oftalmoskopinin gerekli bilesenleri giiclii, fo-
kal bir 1sik kaynagdi ve konveks bir mercektir. Hekim
ile mercek arasinda sanal ve ters bir gérinti olusur.
indirekt oftalmoskopide +5.5’den +90 diyoptriye kadar
genis diyoptri aralidina sahip ¢ok sayida mercek
mevcuttur (Martin 2005). incelenmekte olan géziin
blyUkligli ve muayeneyi yapan hekimle ilgilenilen
lezyon arasindaki galisma mesafesi blyitmeyi etkile-
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yeceginden, lezyonlarin herhangi bir élgiim birimiyle
degil optik diskin capi ile kargilastiriimasi énemlidir.
Optik sinir tanimlandiktan ve muayene edildikten
sonra, fundusun tapetal bolgesi, nontapetal bolgesi,
fundusun periferi ve retinal vaskilarizasyon ayrintili
olarak incelenmelidir (Gelatt, 2014). Genis fundus
gOrinimu sagladigi icin lezyonlar indirekt oftalmos-
kopi ile tespit edilir ve daha ayrintili goriis saglayan
direkt oftalmoskopiyle lezyon incelenir (Murphy ve
Howland, 1987).

Oftalmoskopik muayene ile bazi hastaliklar teghis
edilse de genellikle klinik belirtiler patolojiye isaret
eder. Hipo reflektivite retina dekolmani, koroid efiiz-
yonu, inflamatuar eksudatlar veya neoplaziyi gosterir-
ken, hiper reflektivite 6nceden belirlenmis tlrlerde
veya daha 6nce toksik, enfeksiydz veya inflamatuar
bir maruz kalma sonucu kalitsal olabilen retinal atrofi-
yi veya dejenerasyonu belirtir. Oftalmoskop ile yapi-
lan muayenelerde pigmentasyon ve renk degisiklikle-
riyle, nontapetal bodlgede pigment kaybi, hiperpig-
mentasyon veya pigment kimelenmeleri seklinde
karsilagilir. Retina damarlarindaki dejeneratif hasta-
liklarda zayiflama, dilatasyon ve dolgunluk olurken
bazi sistemik hastaliklarda renk kaybi ve inflamasyon
durumlarinda perivaskuler manset olusumu gorulebi-
lir (Smith, 2014). Kanamalar genellikle hipertansiyona
sahip yasli kedilerde veya kaogulapati, hiperviskozite
ve sistemik bir hastaliga sahip hayvanlarda retinanin
farkli bolgelerinde olabilir. Subretinal kanamalar sik-
likla blyiktir ve koyu renklidir. intraretinal kanamalar
nokta tarzinda lekeler gibi daha kiigik ve soluk renkli-
dir. Yuzeysel retina kanamalari ganglion hucrelerinin
sinir liflerini izZlemesi nedeniyle alevienme seklindedir.
Vitreal kanamalar ise klasik buyuk-yassi gemi goru-
nimune sahiptir. Optik disk renk, boyut ve sekil ola-
rak degisiklikler gdsterebilir (Smith, 2014; Turner,
2010). Neoplazi gibi durumlarda, basingtan dolayi
optik disk daha buyuk gordlir ve pupiller refleks kay-
bolur. Ayrica, kiazmal yollarin etkilendigi neoplaziler-
de de optik disk daha kuguk goralir (Turner, 2010).

Cesitli g6z patolojileri fokal (tek odakl), multifokal
(cok odakli) veya total retina ayrilmalarina neden
olabilir. Sinirh ve kuguk bir alanda olusan retina de-
kolmani, goéris bozukluklarina yol agmayabilir fakat
total olarak meydana gelen dekolmanlar korlik ile
sonuglanir ve periferal retinanin yirtilmasina neden
olabilir (Bauer ve ark., 2016). Oftalmoskopik muaye-
ne sirasinda retina ylzeyinin ve retinal kan damarla-
rinin 6ne dogru geldigi goérulir. Eger periferal retina
yirtiginin da eslik ettigi total bir retina dekolmani se-
killenir ise diiriim seklini alan retina arka tarafta optik
diske bagh kalacaktir (Gelatt ve ark., 2013; Smith,
2014). Bu gibi durumlarda retinanin nérosensor taba-
kasl, korpus vitreumda grimsi bir perde seklinde asili
kalir (Bauer ve ark., 2016). Aciga ¢ikan tapetum lze-
rini 6rten bir retina olmadigi icin hiperreflektif gérintu
verir (Turner, 2010).
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Akilli Telefon Tabanl Oftalmoskopik Gériintiileme

Akilli telefonlarin gorintli yakalama ve paylasma
kolayligi, teknolojideki hizli gelismeler ile birlikte oftal-
molojide klinik géruntileme araci olarak kullaniimasi-
na neden olmustur (Haddock ve ark., 2013). Akilh
telefon kamerasinin 1s1§1, oftalmoskobun 1s1ginin
yerini alirken, havadaki goérintiyl kaydeden akill
telefon kamerasi da muayeneyi yapan hekimin gézi-
nin yerine geger ve ekranda ters bir goruntl olugur
(Kanemaki ve ark., 2017; Khanamiri ve ark., 2017).
Telefona sabitlenebilen kiglk bir optik cihaz yardi-
miyla telefon kamerasinin lensinden elde edilen gé-
rinti diz bir sekilde ekrana yansitilarak fundusun
gorintilenmesi saglanir (Balland ve ark., 2017).

Akilli telefon oftalmoskopik goriintileme sistemiyle
okuler patolojiler belirlenebilir.  Klinik muayene ile
katarakt, glaukom, yasa bagh makulopati, koryoreti-
nal atrofi, skar, sistemik bozukluklar (hipertansiyon
veya diyabetik retinopati), retinitis pigmentosa, poste-
rior vitreus dekolmani ve retina dekolmani belirlenebi-
lir. Arka segmentin anatomik yapilari gérintulenirken,
video kaydi ile vendz sirkulasyon ve vitreus boglu-
gunda yizen uveal kistler gibi dinamik olaylarin gor-
sellestiriimesine olanak saglanir. Ayrica, fundus mua-
yenesinin video kaydi, yapay yansimalar ve gercek
patolojik hiper reflektivite (retinal atrofi) degisiklikleri-
nin kolayca fark edilmesine izin verir. Video kaydi
incelenirken, yapay yansimalarin i1sik kaynagi ile bir-
likte hareket ettigi ve patolojik hiper reflektivite alanla-
rinin ise 11k kaynagindan bagimsiz bir sekilde parlak
alanlar olarak kaldigi gozlenmistir (Balland ve ark.,
2017).

Taramali Lazer Oftalmoskopi

Taramali lazer oftalmoskop (SLO) fundusun oldukca
paralel, yaklasik 1 mm c¢apindaki monokromatik, du-
suk enerjili 1s1k (670 nm, diod lazer) demeti ile retina-
nin yaklasik 10 mikron ¢apindaki noktasal alaninin
taranmasi ve geri sagilan i1sik yogunlugunun olgiime-
sine dayanir (Sharp ve ark., 2004). Kisa ve uzun dal-
ga boyundaki lazerler, fundus goérintlsinin elde
edilmesini, yansima ve iletim o6zelliklerinden dolayi
belirli doku tabakalari hakkinda bilgi sahibi olunmasi-
ni ve fundus floresein anjiyografi (FFA) ve indosiya-
nin yesili anjiyografinin (ISYA) uygulanabilmesini sag-
lar (Theelen ve ark., 2010).

insan glaukomunda SLO yontemi optik sinir baginda
(OSB) olusan degisikliklerin teshisi ve takibinde
OSB’nin gercek ve 3 boyutlu kesitsel gérintilerini
verir (Gelatt, 2014). Optik disk gérinimu, gérme ala-
ni ve goz ici basinci de@erleri glaukom tanisi ve taki-
binde 6nem tagsir. Retina sinir lifi tabakasi (RSLT) ve
OSB glaukomatoéz doku hasarinin morfolojik olarak
belirlenebilecegi yapilardir ve optik disk ¢ukurlugu
(Cup) fizyolojik olarak disk ile patolojik olarak glau-
komat6z hasarla iliskilidir. Hastalarin her iki gdziinde-
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ki cup’larin gogunlukla simetrik oldugu, bunun yanin-
da glaukomlu olgularda cup’larin daha biyik ve sik-
likla da asimetrik oldugu bildirilmistir (Zangwill ve
ark., 2004). Glaukom hastalarinda gérme alani kaybi
ve OSB'de c¢ukurlasma ortaya c¢ikmadan Once
RSLT nin hasarinin énemli él¢iide olustugu ve fonksi-
yonel kayip ortaya ¢ikincaya kadar yaklasik yarisinin
geriye donusumsiz hasara ugradidi bilinmektedir.
Optik sinir basi degisikliklerinin belirlenmesi ve ayirici
taninin yapilabilmesi icin kullanilan Heidelberg retina
tomografisi (HRT) konfokal tarayici laser oftalmosko-
pi prensibi ile ¢calisan optik diskin ve peripapiller reti-
na bdlgesinin U¢ boyutlu olarak goérintilenmesini
saglayan ve retina Uzerinde ayni noktalarin tekrarla-
nan gorintisine izin veren bir cihazdir (Tekin ve
Yasar, 2015). Son versiyon olan HRT-3, optik sinir
basi ve retina sinir lifi tabakasindaki degisikliklere
gore glaukom olasiligini ve takip sirasinda olusan
degisiklikleri ortaya gikarmak icin énemli Moorfields
Regresyon Analizi ve Glaukom Ihtimali Skoru yazi-
limlarina sahiptir (Zangwill ve ark., 2007).

Heidelberg retina anjiyografisi (HRA), eszamanh FFA
ve ISYA icin tasarlanmig konfokal lazer tarama siste-
mi seklinde HRT'nin adapte edilmis halidir. Klinikte
FA ve ISYA uygulamasi lipofuksin birikiminden kay-
naklanan fundus otofloresanin olgiimi icin kullanilir.
Retina ve koroidal damarlardaki kan akiminin dina-
mik degerlendiriimesini saglayan kisa filmlerin ve
goruntullerin yliksek hizli kazanimini saglar. Kizilétesi
dalga boyu sayesinde kataraktli, korneal opasiteli ve
kanamali gbézlerde normal fundus fotograflarina gére
daha iyi goéruntiler alinir. Bu teknik apoptozisin goé-
runtllenmesi, kan-retina bariyeri calismalari, retina
gangliyon hucrelerinin gérintulenmesi, bagisiklik
yanitinin degerlendirilmesi ve kék hlcrenin gorintu-
lenmesi gibi ¢esitli uygulamalarda oftalmolojinin prek-
linik arastirmalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir
(Ramos de Carvalho ve ark., 2014). Morfolojik anor-
malliklerin gdzlendigi durumlarda, bunlarin terapoétik
mudahale ile tersine gevrilmesi de SLO ile takip edile-
bilir (Seeliger ve ark., 2005).

Optik Koherens Tomografi

Optik koherens tomografi (OKT), biyolojik dokulardan
mikron ¢ézunurliginde tomografik kesitlerin elde
edildigi bir goérintileme teknigidir. Bu nedenle non-
invaziv doku biyopsisi olarak da tanimlanir (Fujimoto,
2003). Optik koherens tomografi'nin, yiksek ¢ézinir-
IUkIG kesitlerde retina kalinligi, retinanin yapisi ve
yansiticilik 6zelliklerindeki degisiklikleri gostermesi ile
niceliksel dlgimlerin yapilmasi, takibi ve tedavi sonu-
cunun objektif ve non-invaziv olarak degerlendirilmesi
mumkin olmaktadir (Gelatt ve ark., 2013). Ayrica
OKT, glaukomatdz hastalarda peripapiller RSLT ka-
Iinhk élgimi, OSB analizi, gangliyon hiicre kompleksi
analizinde yaygin olarak kullaniimaktadir
(Bendschneider ve ark., 2010).

Optik koherens tomografi'de gorinti, retina tabakala-
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rinin farkli optik yansiticihk &zelliklerine bagh olarak
dokulardan geri yansiyan 1s1din yogunluguna goére
beyazdan siyaha dogru degdisen gri skala ile gérintu
olusturulmaktadir. Vitreus, fotoreseptorler, i¢ nikleer
tabakada yer alan bipolar, horizontal ve muiller hucre-
lerinin nikleuslar! gibi distk yansiticiligi olan yapilar
siyah olarak, RSLT ve RPE gibi yiksek yansiticilig
olan yapilar beyaz renkte kaydedilir (Afrashi, 2015).
Dis ve i¢ pleksiform tabaka ise yerlesim 6zelligi nede-
niyle orta-yliksek yansima gdsterecek sekilde gorun-
tulenir. Bu sekilde degerlendirilen dokular bir bilgisa-
yar programi yardimiyla renkli gérintulere dénusturu-
IUr, beyaz alanlar sar ve kirmizi, gri alanlar mavi,
siyah alanlar ise lacivert-siyah renge doénuslr
(Batioglu, 2010). Isigi siddetle yansitan dokuya ait
gucli 1sik sinyalleri hiper reflektivite, 15191 zayif yansi-
tan dokulardan gelen dusuk sinyaller ise hipo reflekti-
vite olarak yorumlanir. Doku iginde daha ylzeysel
konumdaki yiuksek yansima 6zelligine sahip bir yapi
veya lezyon, altindaki dokulara 1s1gin gecmesini en-
gelleyerek gdlgelenme olusturur ve doku gdérilemez,
gllgelenme koridorlari ve noktasal gblgelenme mey-
dana gelir (Orn. vitreus opasiteleri, sert eksudalar,
kanamalar gibi). Retina pigment epiteli 151§ absorbe
eden ana kaynaktir. Bu hucrelerin atrofisi, pigmentli
dokularin kaybina neden olacagindan ters godlgelen-
me ortaya ¢ikar (Lee ve Bosen, 2015).

Bircok koryoretinal hastaligin tani ve tedavi takiplerin-
de OKT o6nemli bir secenektir. Ayrica, zamanla geli-
sebilen morfolojik retina degisikliklerini takip etme
imkani saglamaktadir. Retinal ve OSB hastaliklarinin
izlenmesi icin OKT siklikla tercih edilir. Akut optik
norit, RSLT incelmesi ve dider noropatileri takiben
glaukom dahil olmak Uzere birgcok hastalikta goérular
ve yapisal kaybi degerlendirmek i¢in olduk¢a hassas
bir yéntem olarak kullanilabilir. Fundoskopik olarak
belirlenebilir lezyonlar olusmadan 6nce, OKT doku
kalinhklarindaki ince degisiklikleri ayirt edebilir (Gelatt
ve ark., 2013). Retina arter dal tikanikliklari en sik
olarak embolizm sebebiyle meydana gelmektedir.
Akut ve agrisiz gelisen, genellikle santral gérmenin
korundugu gérme alani kayiplarina neden olur. Tikali
arterin besledigi retina bdlgesi hiicre i¢ci 6dem sonucu
olusan bulanik sisme nedeniyle beyaz renkte gorultr
(Fujimoto, 2003; Sénmez ve ark., 2008). Histopatolo-
jik calismalarda, retina arter tikanikliginda hucre ici
o6dem ve i¢ retina katmanlarinda iskemi olustugu sap-
tanmistir. Akut dénem OKT tetkiklerinde, disuk ref-
lektiviteli kistoid alanlarin izlenmedigi, yuksek reflekti-
vite gbsteren retina kalinlasmasi goérilmustir. Bu
durum retina arter tikanikliginda édemin hicre disi
alandan ziyade hiicre icinde gelistigi bulgusunu des-
teklemektedir. i¢ retina katmanlarindaki reflektivite
artis1 ise bu alanda gelisen iskemi ve koagdilatif nek-
roz ile iligkili olabilir (S6nmez ve ark., 2008).

Floresein Anjiografi

Floresin anjiografisi; fundustaki normal ve anormal
vaskiiler yapilara ait bozukluklari karakterize etmek
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amaciyla, deneysel olarak veya klinik olgularda uygu-
lanabilen bir goériuntileme teknigidir. Floresein intra-
venoz enjekte edildikten sonra oftalmik arterden oki-
ler dolasima gecer (Friberg ve ark., 2008). Floresein
anjiografi koroidal ve retinal vaskularizasyonun akis
paternleri ile karakterize dinamik bir surectir. Bu pa-
ternler kdpeklerde bir dizi temporal faza bolinmdastur.
Bu fazlar;

1- Preretinal veya koroidal faz,
2- Retinal arteriyel faz,

3- Retinal arteryoventz faz,
4- Retinal vendz faz ve

5- Geg evre (floreseinin kayboldugu ve bir sirkiilas-
yon daha igeren faz) olarak bélimlendirilmigtir. Flore-
sein anjiografide patolojiler otofloresans, hiperflore-
sans veya hipofloresans seklinde ortaya c¢ikar. Bu
patolojilerin lokalizasyonu, boyutu, hangi temporal
anjiografi fazi sirasinda karsilasildigi tani agisindan
onemlidir (Gelatt ve ark., 2013).

Gozdeki floroforlar 6zel bir dalganin 1s1g1 tarafindan
uyarildiginda goézde otofloresans kaydedilir. Bu Grin-
ler g6zde dogal olarak var olabilirler veya bir hastalik
strrecinin (drusen, lipofuksin) yan UriinG olarak birike-
bilirler. Optik disk druseni veya seroid lipofuksinozisi
olan hastalarda otofloresans kaydedilir. Hipofloresans
floresansin bloke edilmesiyle iligkilidir. Hipofloresans,
vitreal veya intraretinal hemorajide gorilebilir. Ayrica,
retinal oklizyonlar veya azalan doku perflizyonu gibi
vaskuler dolum kusurlarina bagl olarak da gelisebilir
(Gelatt ve ark., 2013). Jeografik atrofi'de oldugu gibi
vaskuler yapinin kaybi s6z konusu oldugunda flore-
sein iletimi olmayacag! icin yine hipofloresans gozle-
necektir (Kerimoglu, 2015). Hiperfloresans bir pence-
re defekti veya damarlardaki gecirgenlik artisinda
floresein birikimiyle meydana gelir. Neovaskiler da-
marlarda normal retina damarlarinda oldugu gibi da-
mar i¢ ¢eperi siki baglanti endotel hicrelerinden
olusmaz. Bu nedenle retinal neovaskularizasyonda
oldugu gibi neovaskiiler damarlar floreseini sizdirir. Ig
kan retina bariyerinin bozulmasi sonucu (diyabetik
retinopati, vaskilit) retina damarlarindan sizinti olu-
sabilir. Santral ser6z koryoretinopatide oldugu gibi
koroidal damarlardaki genisleme ve gecirgenlik artisi
sonucu RPE’den floresein sizintisi gorilebilir. Bu gibi
durumlarda floresein sizintisi mirekkep lekesi veya
sigara dumani olarak adlandirilan sizinti paterni gés-
terir. Papilddemde optik disk basindan floresein sizin-
tisi1 gortlebilir. Floresein potansiyel doku bosluklarin-
da birikerek géllenme meydana getirir (RPE dekolma-
ni, RPE’den sizinti sonucu eksudatif retina dekolma-
ni) ve hiperfloresans olugturabilir. Normalde floresein
sizdiran koryokapillarisden sizan floreseinin, floresei-
ni tutan solid doku veya drusen gibi dokularda birik-
mesi sonucu anatomik yapilari boyadigi gorulebilir.
Ge¢ donemde floresansin yodunlugunun artmasi
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ancak lezyon sinirlarinin geniglememesiyle karakteri-
zedir, 6rnegin, skar olusumuna bagli lezyon boyanir.
Saglam dokunun olmayisi veya doku kaybiyla iligkili
olarak floresanin birikimi pencere defekti olusumuna
neden olabilir. Koryokapillaris floresansi belirgin ola-
rak RPE atrofisi ile birlikte epitel bariyerinin bozulma-
sI sonucu gorulur (Gelatt ve ark., 2013; Kerimoglu,
2015).

Floresein anjiografi, koroidal veya retinal neovaskiila-
rizasyon, anevrizmalar, artmis vaskuler permeabilite,
iskemi veya damar tikanikliklari dahil olmak Uzere
arka segment dolagimindaki degisiklikleri degerlen-
dirmek i¢in kullanilir. Floresin anjiografi, diyabetik
retinopati gibi retinal bozukluklarin arastiriimasinda
yararlidir ve hastaliklarin ¢esitli asamalari boyunca
vaskuler gegirgenliklerin ve ayni zamanda tedaviye
verilen yanitlarin goérintilemesine olanak saglar.
Damar ici olmayan hastaliklarin tedavilerini, arka
segment sirkiilasyonu (6rnegin, kismi retina dekolma-
ni icin diyot lazer retinopeksi) Uzerindeki etkisini de-
gerlendirmek icin objektif bir arag olarak kullaniimistir
(Gelatt ve ark., 2013).

Ultrasonografi

Ultrasonografi, oftalmik muayenenin yapilamadigi,
okiler ortamlarin birisinde opasite veya bulaniklik
bulunan (kornea 6demi, hifema, katarakt, vitreus ka-
namasi) gozler ile, okller travma veya sipheli orbital
hastalii olan gozlerde endikedir. Ayrica g6z ici ve
orbital yapilarin biyometrik élcimleri, aksiyal bulbus
okuli uzunlugu belirlenerek uygun yapay lens gucu-
nin hesaplanmasinda kullanilir (Dar ve ark., 2014).
GOz ultrasonografisinde, ylksek frekansli probun
secimi mevcut ekipman ile goéruntilenecek olan goz
ve orbita kismi dikkate alinarak yapilir. G6z ve orbita-
nin goérintilenmesinde 7.5-50 MHz arasinda degisen
problar kullaniimaktadir (Byrne ve Green, 2002). Re-
tina ve optik sinir bagina ait detaylari géruntilemede
20 MHz problar ile ylksek c¢dziunurlikte goérintiler
elde edilir (Hewick ve ark., 2004). Ancak 10 MHz
problara gore dislik penetrasyon yetenegine sahip
olduklarindan orbital lezyonlari degerlendirmede ba-
sarili degillerdir (Coleman ve ark., 2004). G6z kiresi-
nin ultrasonografik gérintilenmesinde; direkt kornea,
g6z kapaklari veya g6z uzerine konulan su kesesi
aracihgiyla yapilmak Uzere U¢ metottan yararlanil-
maktadir (Pennick ve Anjou, 2008).

GOz kiresindeki ve orbitadaki yapilar transdusere
geri donen ekoya gore gorintide hipoekoik, hipere-
koik ve anekoik alanlardan olusur. Bu ekolar, A-mod
ekseninde vertikal ylkseltiler veya B-modunda par-
lak, yansiyan noktalar olarak goértnir (Gelatt ve ark.,
2013). Posterior segmentteki retina, koroid ve sklera
ekografik olarak birbirinden ayirt edilemez ve birbiriy-
le birlesik olarak gortintllenir. Orbital yumusak doku
yag, bag dokusu, sinirler ve kan damarlarindan olu-
sur ve B-modunda oldukg¢a yansitici ve heterojen bir
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alan olarak tasvir edilir ve A-modunda uzerinde farkli
yukseklikte kademeli olarak azalan bir dizi eko ile
temsil edilir. Optik sinir, orbitanin medio-ventral kis-
minda koni seklinde, uzamig hiporeflektif bir alan
olarak ve retrobulbar kaslar, g6z kuresinin eklenti
organlari olarak ince, uzatiimis hipoekoik yapilar ola-
rak gorulebilir. Vitreustaki patolojik degisiklikler kana-
ma, enfeksiyon, zar olusumu, dejenerasyon ve embri-
yolojik kalintilari igerir. Akut hemoraji ve enflamatuar
hicreler, dusik veya orta derecede yansiticiliya sa-
hiptir ve daginik noktalara benzer ekolari uretir
(Byrne ve Green, 2002). Siddetli okiller hemorajide,
vitreusta akustik diren¢ degisimi nedeniyle posterior
okiler duvarda eko oldukga zayiflamistir. Kan pihtila-
rinin birlesmesiyle artan yansiticihk, USG'de kitle
benzeri goérinime sahiptir ve intraokller neoplazi
olarak yanlis yorumlanabilir. Uzun slreli kanama
veya enflamasyon sonucunda vitreusta membran
benzeri olusum godzlenebilir (Gelatt ve ark., 2013).
Ultrason muayenesinde total retina dekolmani goéri-
nima tipiktir. Saghkh posterior okiler duvar USG ile
goruntllendiginde sklera, koroid ve retina birbirine
yapisik durumdayken, ayriimis retina, optik diske
atasmanlar ile yonelmis ve bir martinin kanatlarini
andiran oldukga ekojenik, strekli, lineer bir yapi ola-
rak gorulur (Dar ve ark., 2014). A-modunda, ultrason
1Isini retina dekolmanina dik olarak yonlendirildiginde
%100 sivri bir ylikseklik goruntilenir (Gelatt ve ark.,
2013). Yeni olusan retina dekolmaninda retinanin
dalgali hareketi gdézlenirken, uzun sulredir var olan
retina dekolmaninda, retina genellikle acik veya ka-
pali olabilen huni benzeri bir zar seklinde goruntdlenir
(Byrne ve Green, 2002). Orbital lezyonlarin ¢ogu
(apse, neoplazi), normal orbital dokudan daha homo-
jen bir bilesime sahiptir ve klinik semptomlar olustura-
bilecek kadar buytkse kolaylikla saptanabilir. Lezyo-
nun tipine goére, etkilenen alan daha ylksek veya
daha duslUk yansitma sergileyebilir. Apse, ¢cok dusuk
bir ic yansiticiida sahip kist benzeri, iyi aydinlatiimig
bir alan olarak tanimlanabilir. Buna karsilik orbital
neoplazi, artan yansiticilik ve daha invaziv bir blyu-
me davranigi ile karakterizedir (Mason ve ark., 2001).

Elektroretinografi

Elektrodiagnostik testler tim hayvanlarda retinadan,
gorme korteksine kadar gorsel sistemin cesitli bolim-
lerinde ortaya cikan elektrik potansiyelini 6lger. Bu
nedenle, tek basina bir gérme 6él¢utlu olarak dusunul-
memelidir (Nedev ve Simeonova, 2017). Elektroreti-
nografi (ERG) retina igindeki farkli hiicrelerin olustur-
dugu karmasik yanitlarla retinal iglevin degerlendiril-
mesinme izin veren ve ¢ogunlukla dis retina katmani
hastaliklarinin tanisinda kullanilan bir elektrodiagnos-
tik testtir (Gelatt ve ark., 2013).

Retinanin fonksiyonel olarak degerlendiriimesine
olanak saglayan bu ydntem; fotoreseptorlerin ve te-
mas ettikleri retina hicre tabakalarinin, i¢ nikleer
tabakanin ve 0Ozel bir kayit teknigi kullaniliyorsa,
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RPE’nin 1s1k uyarimina elektriksel bir kitle tepkisidir.
Retinanin aydinlatiimasindaki kaydedilebilen elektrik-
sel degisiklikler sirasiyla “a dalgasi”, onu takip eden
pozitif pik “b dalgasi” ve daha ge¢ ortaya ¢ikip uzun
suiren “c dalgas!” olarak isimlendirilir (Kumar ve ark.,
2018; Maggs ve ark., 2008). Veteriner oftalmolojide d
ve i dalgalari sadece 6zel durumlarda gérintilenir
(Balicka ve ark., 2016). Retinanin isikla uyariimasinin
ardindan (Uretilen elektriksel degisiklikler genellikle,
tercihen korneaya temas eden aktif bir elektrot ve g6z
kapaginin kenarina temas eden veya lateral kantu-
sun en az 2 cm ya da genligi artirmak igin 5 cm abo-
raline derialti yerlestirilen referans (pasif) bir elektrot
ile kayit edilir (Kumar ve ark., 2018; Mentzer ve ark.,
2005). Topraklama elektrodu ise kafatasi Ustl gibi
uzak bir alana yerlestirilir. Elektroretinografi igin kulla-
nilan bircok elektrot tirt bulunmaktadir. Kedi ve ko-
peklerde siklikla tercih edilen Burian-Allen veya JET
elektrotlar gibi kontakt lens seklindeki kornea elekt-
rotlari givenli, giivenilir ve kullanimi kolaydir (Kumar
ve ark., 2018).

Veteriner oftalmolojide ERG; edinsel veya kalitsal
retina hastaliklarinin teshisinde, okiler ortamin oftal-
moskop ile izlenemeyecek sekilde bulanik veya opak
oldudu katarakt ve vitreus hemorajisi gibi durumlarda
retinanin islevselliginin kontroliinde, retinal ganglion
hiicresi veya postretinal fonksiyon bozuklugu bulunan
hastalarda islev kaybinin retina digindaki yapisal bir
bozukluktan kaynaklandigini ortaya koymak igin kul-
laniimaktadir (Balicka ve ark., 2016; Nedev ve Sime-
onova, 2017). Elektroretinografi retinadaki spesifik
hiicre tiplerinin fonksiyonunu karakterize eder, oftal-
moskopik ve davranigsal muayeneye gére daha ob-
jektif sonuglar saglar ve erken taniya olanak verir
(Kumar ve ark., 2018). Elektroretinografi, yasli kopek-
lerde ciddi gérme problemleri olusana kadar belirle-
nemeyen bazi kalitsal retinal bozukluklarin belirlen-
mesinde kullanilarak, segcici 1slahta 6nemli olan gene-
tik kusurlarin énlenmesine olanak saglar (Balicka ve
ark., 2016). Gelisimsel hastaliklar, ge¢ dejeneratif/
distrofik hastaliklar ve optik ndritis gibi retinopatilere
sahip hastalarin elektroretinogramlarinin analizi reti-
na bozukluklarinin patogenezi ve veteriner oftalmolo-
jisinde ©nemli olan evreleri hakkinda bilgi verir
(Sussadee ve ark., 2015). Ani kazaniimis retina deje-
nerasyonunun erken evresindeki korlikte oldugu gibi
retina katmanlarinda fundoskopik bozukluklar ve her-
hangi bir okiler bulgu izlenilmediginde hastaligi sap-
tamak icin ERG gereklidir. Glaukomat6éz optik néro-
pati, retinal ganglion hucrelerinin potansiyel olarak
tespit edilebilir progresif kaybina neden olur; elektro-
retinografi, glaukomun tani ve degerlendirmesinde
faydali olabilir (Balicka ve ark., 2016).

Sonug

Veteriner hekimliginde gérme fonksiyonunun deger-
lendiriimesi, oftalmolojik hastaliklarda oldugu kadar
sistemik hastaliklarin progresyonu veya takibi agisin-
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dan da son derece dnemlidir. Bu nedenle, oftalmolo-
jik muayeneler sirasinda fundus bir bitiin olarak de-
gerlendiriimeli ve tam anlamiyla muayene edilmelidir.
Dunyada gelisen teknolojiye paralel olarak veteriner
oftalmoloji alaninda da durmaksizin yenilikler ortaya
konulmaktadir. Boylece birgok oftalmolojik ve siste-
mik hastalik daha ilk safhalarinda teshis edilebilmek-
tedir. Okuler fundusu muayene etmek icin kullanilan
¢ok sayida direkt ve indirekt tani yéntemi mevcut olup
bu yéntemlerden bazilari kliniklerde rutin kullanirken
bazilari sadece arastirmalarda kullaniimaktadir.
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Ozet: Bu olgu sunumunun amaci bir rahvan kosu atindaki aortik regiirgitasyonun klinik ve ekokardiyografik olarak de-
gerlendiriimesidir. Olgunun materyalini egzersiz sonrasi hiriltili solunum sikayeti ile ERU Veteriner Fakiiltesi Egitim,
Uygulama ve Arastirma Hastanesi kliniklerine getirilen 4 yasli, erkek bir rahvan kosu ati olusturdu. Atin klinik ve hema-
tolojik muayenesinde herhangi bir patolojiye rastlanmadi. Yapilan ekokardiyografik muayenede aort kapak bélgesinde
birinci derece regurgitasyon ve aortik kapak bdlgesinde regurgitant jet belirlendi.

Anahtar kelimeler: Aortik regirgitasyon, at, ekokardiyografi

Case of Aortic Regurgitation in a Amble Racehorse
Summary: The aim of the case report is evaluation of aortic regurgitation as clinical and echocardiographic in a Amble
racehorse. The material of the case consisted of a 4-year-old male amble racehorse who was brought to ERU Veteri-
nary Faculty Training, Research and Application Hospital clinics with wheezing symptoms after exercise. No pathology
was detected in the clinical and hematological examination of the horse. Echocardiographic examination revealed first-
degree regurgitation of the aortic valve region and aortic regurgitant jet.
Key words: Aortic regurgitation, echocardiography, horse

Girig

Atlarda kalp kapadi yetmezlikleri en sik gorulen kalp
hastaliklari arasinda yer almaktadir. Genellikle kalbin
sol tarafindaki yuksek basing nedeniyle mitral ve aort
kapakgiklari etkilenmektedir. Aortik kapak, kapak
patolojilerinin en yaygin gorildigi bdlgedir. Aortik
reglrgitasyon (AR) gogunlukla nodiler veya generali-
ze fibr6z dejenerasyon ve kapak prolapsusu sonucu
gelismektedir (Reef ve Spencer, 1987). Enfektif en-
dokardit ve konjenital malformasyonlar da AR neden-
leri arasinda yer almaktadir (Marr ve Bowen, 2010).

Aortik regurgitasyon, 6zellikle orta yasli ve yagsl atlar-
da sik gorulmekle birlikte (Reef ve ark., 2014) perfor-
mans atlarinda karsilasilabilecek en yaygin valviler
regurgitasyon turadur (Reef ve Spencer, 1987). Yaris
atlarinda goériilme oraninin %65'e vardig bildirilmigtir
(Young ve ark., 2008). Aortik regurgitasyonlu atlar
genellikle normal performans seviyesine ve yasam
beklentisine sahiptir, ancak bazi atlarda durumun
ilerlemesi daha hizlidir (Stevens ve ark., 2009). Re-
gurgitant akigi arttikga sol ventrikil diyastolik basinci
artar ve kompensatorik eksantrik hipertrofiye yol aca-
bilir (Afonso ve ark., 2011). Artan 6n yik ve sol vent-
rikll kasilma fonksiyonu, artmis vurug hacmi ve aort
kéku dilatasyonu ile sonuglanir (Reef ve Spencer,
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1987). Aortik regilirgitasyon siddeti artip, sol ventriki-
lin yeniden yapilanma sinirlan asildiginda, kalp nor-
mal iglevini strdiremez. Sonugta egzersiz intoleran-
sl, dispne ve ventrikiler aritmi gibi klinik belirtiler be-
lirgin hale gelebilir (Marr ve Bowen, 2010). Orta veya
siddetli AR'li atlarda ventrikiler aritmi, kollaps ve ani
Olum riski yuksektir (Reef ve ark., 2014).

AR'li atlarda yiksek dereceli diyastolik ufurimler,
¢oklu kalp Gfarimleri ve hiperkinetik nabiz saptanabi-
lir. Aortik regirgitasyonun ciddiyeti icin en iyi klinik
bulgu Gfirimun derecesinden ziyade arteriyel nabzin
kalitesidir. Ayrica, hastaligin ciddiyeti icin yararl bir
rehber olan invaziv olmayan arteriyel basinci 6lgmek
de faydali olabilir. Siddetli AR'li atlarin diyastolik arter
basinci 50 mmHg'nin altinda ve hafif AR'li atlara ki-
yasla (sistolik-diyastolik) 60 mmHg'dan daha buyuk-
tur. Yetersizligin siddeti arttikga, istirahat halindeki
kalp hizinda artis da gdzlenebilir (Marr ve Bowen,
2010).

Aortik regurgitasyon Gfirimu tipik olarak pan, holo
veya erken diyastolik, 1-6/6 derece araliginda ve
genellikle dekrescendo seklindedir (Reef ve ark.,
1995). Bu ufurimler aort kapak bdlgesinde en yuk-
sektir ve kalbin apeksine dogru yayilir (Reef ve ark.,
1988; Bonagura, 1990). Sol tarafli valviler reglrgi-
tasyon Uflrimleri olan atlar, bu Gftrimleri olmayan-
larla benzer bir yagsam siresine sahiptir (Stevens ve
ark., 2009). Orta yagl atlarda, AR genellikle iyi tolere
edilebilmektedir. Siddetli aortik yetmezlik ve siddetli,
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ilerlemis dejeneratif hastalik, 6zellikle sol ventrikil
dilatasyonu mitral kapak anulisinin dilatasyonuna
ve mitral regurgitasyon (MR)'a neden olmussa veya
belirgin ventrikller ektopi varsa, prognoz koétudur
(Marr ve Bowen, 2010).

Aortik reglrgitasyonda kagak alani, yénl ve silresi
renkli Doppler ile saptanabilmektedir (Young ve ark.,
2008). Aortta tespit edilen ters diyastolik akimla birlik-
te, mitral kapagdin septal yapraginin étesine uzanan,
sol ventrikil ¢ikis yolunun 2/3'linden daha biyuk bir
regurgitant jet siddetli aort yetersizligi ile uyumludur
(Reef, 1995). Ayrica ekokardiyografide, aort kokiinde
dilatasyon ile koroner olmayan ucun prolapsusu yay-
gin bulgular olmakla birlikte, nadiren ciddi yetersizlik
ile iliskilendirilir. Yagli atlarda gérulen tipik dejeneratif
hastalikta, dejeneratif nodilleri temsil eden ekojenik
odaklar genellikle sol koroner uca yerlesir. Aort ka-
pakc¢idinin generalize kalinlagsmasi ve zedelenmis ug
komplike bir patolojiyi gosterir. Orta ila siddetli AR sol
ventrikiler hacmin agsiri yuklemesi, sol ventrikiler
bosluk dilatasyonu ve interventrikiiler septum ve sol
ventrikil serbest duvarinin incelmesi ile sonuglanir.
Orta ve siddetli AR bulunan atlarda mitral kapagin
erken kapanmasi da ekokardiyografide belirlenen
diger bir bulgudur (Reef ve Spencer, 1987).

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2020; 17(2): 187-190

Olgunun materyalini egzersiz sonrasi hiriltili solunum
sikayeti ile ERU Veteriner Fakiiltesi Egitim Uygulama
ve Arastirma Hastanesi i¢ Hastaliklari klinigine getiri-
len 4 yagli, erkek, yaklagik olarak 350 kg agirliginda
bir rahvan kosu ati olusturdu. Alinan anamnezde atin
son iki antrenmandan sonra hiriltili solunum yaptigi
ve 2 yasinda g6gus kafesine almis oldugu darbe so-
nucu pectoral kaslarda, sislik meydana geldigi ve
zaman iginde kendiliginden iyilestigi bilgisi alind..

Yapilan klinik muayenede rektal vicut sicakhgi 37.8
°C, nabiz 36/dk, solunum sayisi 16/dk olarak belirlen-
di. Atin hematolojik degerleri normal sinirlar igerisin-
deydi (Tablo 1). Akciger ve kalbin oskiiltasyonunda
herhangi bir patolojik sese rastlanmadi. iki boyutlu ve
M-mod ekokardiyografi yontemi ile apikal 4 ve 5. kos-
talar arasi bogluktan, parasternal uzun eksen gorin-
tusu ile yapilan incelemede, sag atriyum, trikUspital
kapak, sag ventrikll, pulmoner kapak, pulmoner arter
ve aortik kdk gérintilendi.

Ekokardiyografik muayene icin atin sakin durabilece-
gi bir ortam secildi. Atin aksillar bélgesinden transu-
derin agisi ve orientasyonu uygun bir sekilde ayarla-
narak, muayenelere sag parasternal pencere ile bag-
landi. Prob sag prasternal géruntiler elde etmek
amaciyla 3 ile 5. intercostal araliktan olekranonun 5-

Olgu 7.5 cm dorsalinde goégus kafesine dik olacak sekilde

Tablo 1. Hematolojik de@erler

Parametre Sonug Parametre Sonug
WBC (10°L) 10.9 HCT (%) 42.6
Lenf.# (10%L) 4.0 MCV (fL) 47.9
Mon.# (10%/L) 0.4 MCH (pg) 15.3
Gran.# (10%L) 6.5 MCHC (g/dl) 32.1
Lenf. (%) 36.9 RDW (%) 18.7
Mon. (%) 34 PLT (10°L) 170
Gran. (%) 59.7 MPV (fL) 438
RBC (10"/L) 8.90 PDW 15.8
HGB (g/dl) 13.7 PCT (%) 0.081

Tablo 2. G6gsun sag tarafindan alinan sol ventrikilin M-mod ve iki boyutlu yéntemlerle elde edilen ekokardi-

yografi bulgulari

Parametreler

Sagdan sol ventrikiil

IVS4 (cm) 2.17
LVIDd (cm) 8.23
LVPWd (cm) 3.20
IVSs (cm) 4.1
EF (%) %82.98
FS (%) %41.67
LVIDs (cm) 4.88
LVPWs (cm) 4.11

IVSd: Diastalde interventrikiler septum kalinligi, LVIDd: Diastolde sol ventrikiil ¢gapi, LVPWd: Diyastolde sol
ventrikil serbest duvari kalinhgi; IVSs: Sistolde interventrikller septum kalinhgi; EF: Ejeksiyon fraksiyonu; FS:
Fraksiyonel kisalma, LVIDs: Sistolde sol ventrikiil gapi, LVPWs: Sistolde sol ventrikiil serbest duvari
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yerlestirildi. Gerekli agilandirmalar yapilarak sag pa-
rasternal uzun eksen dort odacik ve sag parasternal
uzun eksen sol ventrikdl ¢ikig goruntuleri elde edildi.
2-D ekokardiyografi (Mindray DC-N3 Vet, Cin, 2.0-4.0
MHZ kardiyak prob) ile kalp 2 boyutlu olarak incelen-
di. Mitral ve trikiispital kapak hareketleri gdézlendi.
Prob saat yonuinun tersine gevrilerek sag parasternal
kisa eksen goruntuler elde edildi. Farkli agilandirma-
lar ile musculus papillaris, chorda tendinealar, aort ve
sag ventrikdl ¢ikisi incelendi. Mitral ve trikispital ka-
pak yapisi ve hareketleri ile ilgili olagan disi bir bulgu
g6zlenmedi. Musculus papillaris ve chorda tendinea-
larda anormallik gézlenmedi. Transduser O ile 90 ‘lik
acilarda pozisyon verip, M-mod kursérindn kullanil-
masiyla, M-mod goériintisiinde ekokardiyografik ol-
¢umler yapildi. M-mod teknigi ile interventrikller sep-
tumun diastol sonu kalhnhg: (IVSd), interventrikiler
septumun sistol sonu kalinhidi (IVSs), sol ventrikdlin
diastol sonu i¢ ¢api (LVIDd), sol ventrikiil sistol sonu
ic cap! (LVIDs), sol ventrikll yizde kasilma giict (%
FS), sol ventrikil yizde firlatma gtict (%EF) 6lgildu
(Tablo 2). Bulunan degerler normal sinirlar igindeydi

(Sekil 1).

Sekil 1. Sag parasternal uzun eksen sol ventrikil M-
mod ve iki boyutlu gériinti

Sag parasternal pozisyondan 2-D ekokardiyografi
teknigiyle birlikte renkli doppler teknigi kullanilarak
mitral kapak, trikUspital kapak ve aortik kapak hiza-
sindan kan akimlari incelendi. interventrikiiler ve atri-
oventrikller septumlar, septal defekt agisindan ince-
lendi. Herhangi bir anormallige rastlanmadi. Mitral ve
trikispital kapak hizasindan yapilan renkli doppler
incelemesi sonucunda normal kan akim profilleri g6z-
lendi. Sol ventrikll ¢ikis alaninin renkli doppler mua-
yenesinde 6zellikle ventrikillerin gevsemesi sirasinda
belirgin aortik regirgitasyon tespit edildi. Yapilan
renkli doppler muayenesinde aortik kapak bdlgesinde
reglrgitant jet belirlendi (Sekil 2). Belirlenen aortik
reglrgitasyonun hafif siddette olmasi ve hafif siddette
AR bulunan atlarda medikal tedavi énerilmemesi ne-
deniyle hastanin takip edilmesi tavsiye edildi.

ilknur KARACA BEKDIK
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Sekil 2. Aortik reglrgitasyon

Tartisma ve Sonug

Aortik kapak, kapak patolojilerinin en yaygin géruldu-
gl bolgedir. AR cogunlukla nodiler veya generalize
fibr6z dejenerasyon ve kapak prolapsusu sonucu
gelismektedir (Reef ve Spencer, 1987). Enfektif en-
dokardit ve konjenital malformasyonlar da AR neden-
leri arasinda yer almaktadir (Marr ve Bowen, 2010).
Sunulan vakada yapilan klinik ve ekokardiografik
muayeneler sonucunda aort bélgesinde nodiil, fibroz
dejenerasyon, enfektif endokardit ya da herhangi bir
konjenital defekte rastlanmadi.

Aortik kapak yetmezlikleri orta ve daha yash hayvan-
larda goériilmekte olup gogunlukla ileri yaglara kadar
gorilmemektedir (Reef ve Spencer, 1987). AR'li atlar
genellikle normal performans seviyesine ve yasam
beklentisine sahiptir, ancak bazi atlarda durumun
ilerlemesi daha hizhdir (Stevens ve ark., 2009; Reef
ve ark., 2004). Regurgitant akisi arttik¢a sol ventrikul
diyastolik basinci artar ve kompensatorik eksantrik
hipertrofiye yol acgabilir (Afonso ve ark., 2011). Artan
Oon yik ve sol ventrikiul kasilma fonksiyonu, artmig
vurus hacmi ve aort koku dilatasyonu ile sonuglanir
(Reef ve Spencer, 1987). AR siddeti daha da artarsa
ve sol ventrikll yeniden yapilanma sinirlarini asarsa,
kalp normal islevini sirdiremez ve egzersiz intole-
ransi, dispne ve ventrikller aritmi gibi klinik belirtiler
belirgin hale gelebilir (Marr ve Bowen, 2010). Orta
veya siddetli AR'li atlarda ventrikuler aritmi, kollaps ve
ani 6lum riski ylUksektir (Reef ve ark., 2014). Sunulan
vakada atin yasinin 4 olmasi, birinci derece aortik
reglrgitasyon disinda yapilan kalple ilgili diger klinik
ve ekokardiyografik bulgularin normal olmasi nede-
niyle aortik kapak yetmezliginin erken safhalarinda
oldugu dusunildi ve takip énerildi.

Ekokardiografi atlarda, kalbin yapisi, boyutu, fonksi-
yonlari ve hastalik varsa hastaligin siddeti hakkinda
bilgi saglayan bir muayene yéntemidir (Chope, 2018).
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Ayrica, vejetatif endokarditis, perikarditis, kapak ye-
tersizlikleri ve ventrikiller septal defekt gibi pekcok
anormal durumun degerlendiriimesinde, noninvaziv
bir ydontem olarak kullaniimaktadir (Bonagura, 1985).
Ekokardiyografik muayene icin kullanilan M-mod,
renkli Doppler, "pulsed wave" Doppler ve "continuous
wave" Doppler yontemleri birbirini tamamlayan veriler
saglamaktadir (Chope, 2018). Sunulan olguda da 2-D
ekokardiografi, M-mod d&lgcimleri ve renkli doppler
kullanilarak aortik regurgitasyon oldugu belirlendi.

Oskultasyon kardiovaskller sistemin muayenesinde
en temel muayene yontemidir. Tani UGfGrimin vyeri,
siddeti, karakteri (kalitesi), zamani ve yayinimina
baglidir. Nabiz kalitesi ve perifer 6dem olup olmama-
si gibi bilgiler, anamnezde performans bilgileri ile
elektrokardiografik ve ekokardiografik muayene kardi-
yak Ufirimin kaynaginin belirlenmesi igin yardimci
diger yontemlerdir (Chope, 2018; Patteson ve Cripps,
1993). Aortik regurgitasyon Uflirimu tipik olarak pan,
holo veya erken diyastolik, 1-6/6 derece araliinda ve
genellikle dekrescendo veya muzikaldir (Reef, 1995).
Bu Gfirimler aort kapak boélgesinde en yilksektir ve
kalbin apeksine dogru yayilir (Reef ve ark., 1988;
Bonagura, 1990). Ancak Patteson ve Cripss (1993)
yaptiklari c¢alismada Doppler ekokardiyografi ile 2
atta trikUspidal reglrgitasyon ve mitral regurgitasyon
belirlemelerine ragmen kalbin sag tarafindan pansis-
tolik ya da holosistolik Gfurim duymadiklarini bildir-
miglerdir. Sunulan vakada da Ufirim duyulmamasi-
nin sebebinin aortik reglrgitasyonun derecesine bagh
oldugu duginildu.

Sonug olarak, sunulan galisma ile 4 yash, erkek bir
rahvan kosu atinin kalbi ekokardiyografik yontem ile
degerlendirildi ve aortik regurgitasyon belirlendi. Eg-
zersiz sonrasi hirltili solunum disinda herhangi bir
klinik belirti gdstermeyen atlarda, bu olguda oldugu
gibi kalple ilgili patolojilerin de g6z ardi edilmemesi
gerektigi kanaatine varildi.

Kaynaklar

Afonso T, Verheyen T, Saey V, Sys SU, van Loon G.
Severe aortic regurgitation due to endocarditis in a
horse. Vlaams Diergeneeskd Tijdschr 2011; 80(1):
49-54.

Bonagura JD. Clinical evaluation and management of
heart disease. Equine Vet Educ 1990; 2(1): 31-7.

Bonagura JD. Equine heart disease. An overview.
Vet Clin North Am Equine Pract 1985;1(2): 267-74.

Chope KB. Cardiac/cardiovascular conditions affec-
ting sport horses. Vet Clin North Am Equine Pract
2018; 34(2): 409-25.

Marr CM, Bowen M. Cardiology of the Horse, Second
Edition. St. Louis USA: Saunders Elsevier, 2010;
pp. 208-12.

190

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2020; 17(2): 187-190

Patteson MW, Cripps PJ. A survey of cardiac auscul-
tatory findings in horses. Equine Vet J 1993; 25(5):
409-15

Reef VB, Bonagura J, Buhl R, McGurrin MK,
Schwarzwald CC, van Loon G, Young LE. Recom-
mendations for management of equine athletes
with cardiovascular abnormalities. J Vet Intern
Med 2014; 28(3): 749-61.

Reef VB, Levitan CW, Spencer PA. Factors affecting
prognosis and conversion in equine atrial fibrilla-
tion. J Vet Intern Med 1988; 2(1): 1-6.

Reef VB, Spencer P. Echocardiographic evaluation of
equine aortic insufficiency. Am J Vet Res 1987; 48
(6): 904-9.

Reef VB, Whittier M, Griswold Allam L. Echocardiog-
raphy. Clin Tech Equine Pract 2004; 3(3): 274-83.

Reef VB. Heart murmurs in horses: Determining their
significance with echocardiography. Equine Vet J
Suppl 1995; 19: 71-80.

Stevens KB, Marr CM, Horn JN, Pfeiffer DU, Perkins
JD, Bowen IM, Allan EJ, Campbell J, Elliott J. Ef-
fect of left-sided valvular regurgitation on mortality
and causes of death among a population of middle
-aged and older horses. Vet Rec 2009; 164(1): 6-
10.

Young LE, Rogers K, Wood JL. Heart murmurs and
valvular regurgitation in thoroughbred racehorses:
epidemiology and associations with athletic perfor-
mance. J Vet Intern Med 2008; 22(2): 418-26.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3878191
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chope+KB.+Cardiac%2Fcardiovascular+conditions

10.

11.

12.

13.

14.
15.

Yazim Kurallan

Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi'nde veteriner
bilimlerini ilgilendiren alanlarda orijinal arastirmalar, olgu
sunumlari, arastirma notlari, kisa bildiri, derleme ve editére
mektup yayimlanir.

Dergide yayimlanacak yayinlar igin resmi dil Turkge'dir.
ingilizce yazimis eserler de yayimlanabilir. ingilizce
hazirlanmig makalelerin yayimlanmasina oncelik verilir.
Yayinlar A4 tipi formatta, cift aralik, Arial, 10 punto ve iki yana
yasli olarak yazilmalidir. Her kenardan 2.5 cm bosluk
birakilarak, sayfalarin sag altina numara verilmelidir.
Resimler, sekiller ve kaynaklar dahil orijinal makaleler ve
derlemeler 14, olgu sunumlari, arastirma notu ve kisa
bildiriler 7 sayfayr gegmemelidir.

Yazilar, ercvet@gmail.com adresine  gonderilmelidir.
Yazigmalar igin, makale kapak sayfasinda, sorumlu yazarin
yazar adi, unvani, ORCID numarasi ve E-posta adresi
yazilmalidir.

Daha 6nce kongrelerde teblig edilmis ve 6zeti yayimlanmis
calismalar, bu durum kapak sayfasinda belirtiimek Uzere
kabul edilir.

Arastirma herhangi bir kurulus tarafindan desteklenmis ise
kapak sayfasinda dipnot olarak belirtilir.

Kapak sayfasinda Turkge makale basligi (koyu ve ilk harfleri
bilylk), ingilizce baslik (ilk harfler biyiik), kisa baslik (40
karakteri gegmemeli ve ilk kelimenin ilk harfi buytk, digerleri
kicuk olarak yazilmalidir), yazar adlari (unvansiz), calistiklari
kuruma ait bilgiler (soyadi Ustline numara konulup dipnot
olarak) verilmelidir.

Tirkge ve ingilizce &zetlerin bir sonraki sayfaya yazimasi
gerekir. Bu sayfa, paragrafsiz olarak Tiirkge ve ingilizce
Ozetleri (en fazla 250 kelime) igermelidir. Anahtar kelimeler
ozetlerin altina alfabetik olarak (virgulle ayrilmis sekilde)
yazilmahdir. Yalnizca ilk anahtar kelime buylk harfle
baslamalidir. Tiirkge Bilmeyen yazarlar igin Tiirkge 6zet ve
anahtar kelimeler yazma zorunlulugu bulunmamaktadir.
Arastirma makalesi; Kapak Sayfasi - Ozet (Tirkce ve
ingilizce) - Anahtar kelimeler (Tirkge ve ingilizce), Giris,
Gereg ve Yontem, Bulgular, Tartisma ve Sonug, Tesekkdr,
Kaynaklar, Tablo ve Sekiller, Sorumlu yazar
(Correspondence Author) bdlumlerini  igerecek sekilde
dizenlenmelidir.  Metin icindeki tim baglklar koyu
yaziimahdir. Metin iginde paragraf girintisi yapilmamali,
devamli satir numarasi verilmelidir.

Derlemeler, orijinal olmasi, en son vyenilikleri igermesi,
yazarlarin konu ile dogrudan iligkili en az 3 adet
calismalarinin olmasi ve bunlarin derleme iginde kullaniimasi
durumunda yayinlanmak Uzere kabul edilebilecektir.
Derlemeler kapak sayfasi, Ozet (Tiirkge ve Ingilizce), Anahtar
kelimeler (Tirkge ve Ingilizce), Girig, konunun kendine ait alt
basliklari, Sonug, Kaynaklar, Tablo ve Sekiller ve Sorumlu
yazar (Correspondence) bolimlerini icerecek sekilde
diizenlenmelidir.

Olgu Sunumlari, Ozet (Tiirkge ve ingilizce), Anahtar kelimeler
(Turkge ve Ingilizce), Girig, Olgu(lar), Tartisma ve Sonug,
Kaynaklar, Tablo ve Sekiller ve Sorumlu yazar boélimlerini
icermelidir.

Etik kurul onayi gerektiren calismalarda Etik Kurul onayi
alinan kurumun adi ve onay numarasi, ¢calismanin Gereg ve
Ydéntem kisminda belirtiimelidir.

Tablo ve sekillerin metinde gececegi yer, alti ve Ustu cizgili
olarak belirtilmelidir.

Ondalik ifadelerde nokta kullaniimalidir.

Tur isimleri ve anatomik terimler gibi Latince ifadeler italik
karakterle yazilmalidir. Tim 6l birimleri S| (Systeme
Internationale)’e gore verilmelidir.
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Tablolar kaynaklar kismindan sonra, her bir tablo ayri
sayfada olacak sekilde verilmelidir. Tablo basliklarinin
yalnizca ilk harfleri biylik olmaldir. Tablo basliklari tablonun
lizerinde bulunmal ve Tablo 1. seklinde
numaralandiriimalidir. Tablolarda i¢ ve yan kilavuz gizgiler
kullaniimamalidir. Tanimlayici bilgi ve agiklamalar tablolarin
altina yerlestirilmelidir.

Her resim, grafik ve gizim; sekil olarak kabul edilip Sekil 1.
gibi yazilmali, her biri ayri sayfada olacak sekilde verilmelidir.
Tanimlayici bilgi ve aciklamalar sekil ismi ile birlikte seklin
altina  yerlestiriimelidir. Resimler 300dpi  ¢ézinurlukte
olmalidir.

Kaynaklar metin icinde ciimle sonunda belirtiimelidir. Yazar
soy isimleri ve tarihi yazi icinde her kaynaga ait yayin yil
yazar isminden hemen sonra parantez iginde belirtiimelidir.
Kaynak iki isimli ise isimler belirtiimeli (6rn; Kaldhone ve
Nayak, 2008). Kaynakta yazar sayisi ikiden fazla ise sorumlu
yazar “ve ark.” seklinde belirtiimelidir (6rn, Kaldhone ve ark.,
2008). Eger kaynak climlenin basinda kullaniliyorsa yazar
isimlerinden sonra parantez iginde yayin yil belirtilmelidir.
Kaynaklar yazilirken alfabetik siraya konulmali, kaynaklar
béliminde 0.5 cm igeri dogru asili halde yazilmahdir.
Noktalama isaretlerine érneklerde gosterildigi sekilde dikkat
edilmelidir. Dergi kisaltmalari Index Medicus ile uyum
icerisinde  olmalidir.  Orijinal aragtirma makaleleri,
derlemeler ve olgu sunumlar sirasiyla 30, 45 ve 15'ten
fazla kaynak igermemelidir.

Kaynaklar;

. Kaynak streli yayin ise;

Omek: Kaldhone P, Nayak R, Lynne AM, Dvaid DE,
McDermott PF. Characterisation of Salmonella enterica
serovar Heidelberg from Turkey-associated sources. Appl
Environ Microbiol 2008; 74(16): 5038-46.

Kaynak editorli kitaptan bir boluim ise;

Ornek: Hornbeck P. Assay for antibody production. Colign
JE. Kruisbeek AM. Marguiles DH. eds. In: Current Protocols
in Immunology. New York: Greene Publishing Associates,
1991; pp. 105-32.

Kaynak kitap ise;

Ornek: Fleiss JL. Statistical Methods for Rates and
Proportions. Second Edition. New York: John Wiley and
Sons, 1981, p.103.

Kaynak editorl kitap ise;

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

Kaynak kongre bildirisi ise;

Ornek: Entrala E, Mascarp C. New structural findings in
Cryptosporidium parvum oocysts. Eighth International
Congress of Parasitology (ICOPA VIII). October, 10-14, 1994;
izmir-Tirkiye.

Kaynak tez ise;

Ornek: Erdem V. Kopek gbéz hastaliklarinda klinik
oftalmoskopik ve ultrasonografik bulgularin degerlendiriimesi,
Doktora tezi, Ankara Univ Sag Bil Ens, Ankara 2003; s. 1-2.
Kaynak internette bulunan bir web sitesi ise;

Ornek: TUIK. Hayvancilik Istatistikleri. http:/www.tuik.gov.tr/
hayvancilik.app/hayvancilik.zul; Accessed Date: 14.03.2010.
Eserler dergide yayimlandiktan sonra, butin sorumluluk
sahiplerine aittir.

Yazilar gonderilirken son kontrol listesi izlenecek ve “Telif
Hakki Devir Formu” tum yazarlarca isim sirasina gore
imzalanacaktir. Yazim kurallarina  uygun olarak
hazirlanmayan yayinlar igleme alinmayacaktir.
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Instructions to Authors

The Journal of Faculty of Veterinary Medicine, Erciyes
University  publishes  original  research  articles,  short
communications, case reports, letter to editor and original review
articles related to the field of Veterinary Medicine.

Formal language of manuscripts is Turkish. Manuscripts
in English are also accepted. The publication of English-
language manuscripts is given priority.

Publications should be in A4 format, double spacing and Arial 10
font size. With a margin of 2.5 cm from each edge, the page
number should be placed at the bottom right of the pages. Original
articles and reviews should not exceed 14 pages and case reports,
research notes and short papers should not exceed 7 pages
including illustrations, figures and references.,

Manuscripts should be sent to ercvet@gmail.com. For
correspondence, author's name, tittle, ORCID number, and E-mail
address should be written on cover page of the manuscripts.
Studies were presented in a meeting and published as an abstract
can be published with indication of this status at the bottom of the
cover page.

Information should be included on any institutions financially
contributed to the study as a footnote on the cover page.

The cover page should be supplied as a separate page and
include: Turkish running title (bold and first letters capital), English
title (first letters capital), short title (max 40 characters and first
letters of first word is capital, others should be written as small),
author(s) names (without titles), author(s) affiliations (Superscript
numbers should be given to the surnames of authors as affiliation
information).

The summaries in Turkish and English should be written on the
next page. The title page must contain the Turkish and English
summaries (up to 250 words) with no paragraph and not more than
five Key words in Turkish and English. Key words must be placed
below summary with an alphabetical order (comma delimited). Only
the first Key word must start with a capital letter. For non-Turkish
authors, there is no obligation to write summary and
keywords in Turkish.

Original research paper must be organized as follows: Cover page,
Summary (Turkish and English), Key words (Turkish and English),
Introduction, Material and Methods, Results, Discussion and
Conclusion,  Acknowledgements, References,  Tables and
Figures and Correspondence. All titles in the text should be written
in bold. There should be no paragraph indent in the text and
continuous line number should be given.

Review articles are considered for publications if they are original
and contain recent developments and accepted for publication if
the authors have at least 3 papers directly related to the subject.
Reviews must be organized as follows: Summary (Turkish and
English), Key Words (Turkish and English), Introduction, Sub-
headings of the subject, Conclusion, Acknowledgements,
References, Tables and Figures and Correspondence.

Case reports must be organized as follows: Summary (Turkish and
English), Key Words (Turkish and English), Introduction, Case(s),
Discussion and Conclusion, Acknowledgements, References,
Tables and Figures and Correspondence.

In the studies requiring the ethics approval, the name and approval
number of the institution of the Ethics Committee must be specified
in the Materials and Methods section of manuscript.

The place where the tables and figures belong in the text should be
indicated as underlined and upperlined.

Decimal expressions should be used in the dot.

Species names and anatomical terms in Latin should be italicized.
All measurement specifications must follow the SI (Systeme
Internationale) units.

Tables must be given in a separate page after the text. First letters
of first word should be capital, others should be written as small in
the headings of the tables. Title of tables and figures should be
numbered in order as Table 1. Internal and lateral lines should not
be used in the tables. Descriptive information and explanations
should be placed below the tables.
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Each picture, graphic and drawing; should be given as figure and
should be written as Figure 1. Each one should be on a separate
page. Descriptive information and explanations should be placed
below the figures. Pictures should be the least 300dpi resolution.
References should be specified in the text at the end of the
sentence. Author surnames and the date of publication should be
specified in parentheses. If the reference has two names, the
names should be given after the publication year (eg, Kaldhone
and Nayak, 2008). If the reference has more than two names
should be given as “et al.,” (eg, Kaldhone et al., 2008). If the
source is used at the beginning of the sentence, the year of
publication should be specified in parentheses after the names of
the authors.

References should be placed in alphabetical order and hanging 0.5
cm inwards in the references section. Punctuation should be taken
into consideration as shown in the examples, Journal abbreviations
must be in line with Index Medicus. The reference list must not
contain more than 30, 45, and 15 references for original
research articles, reviews and case reports, respectively.
References;

. If the reference is a periodical, citation must be done as shown

below;

Example: Kaldhone P, Nayak R, Lynne AM, Dvaid DE, McDermott
PF, Logue CM, Foley SL. Characterisation of Salmonella enterica
serovar Heidelberg from turkey-associated sources. Appl Environ
Microbiol 2008; 74(16): 5038-46.

If the reference is from chapter of a book with an editor, citation
must be done as shown below;

Example: Hornbeck P. Assay for antibody production. Colign JE.
Kruisbeek AM. Marguiles DH. eds. In: Current Protocols in
Immunology. New York: Greene Publishing Associates, 1991;
pp. 105-32.

If the reference is a book, citation must be done as shown below;
Example: Fleiss JL. Statistical Methods for Rates and Proportions.
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;

Example: Entrala E, Mascarp C. New structural findings in
Cryptosporidium  parvum  oocysts. Eighth International
Congress of Parasitology (ICOPA VIII). October, 10-14, 1994;
izmir-Tirkiye.

If the reference is from a thesis, citation must be done as shown
below;

Example: Erakinci G. Investigation of Antibodies Against Parasites
in Blood Donors. PhD Thesis. Ege Univ. Institute of Health
Sciences. Parasitology Program, I1zmir-Turkey, 1993.

The reference is a website on the internet, citation must be done
as shown below; _

Example: TUIK. Hayvancilik Istatistikleri. http://www.tuik.gov.tr/
hayvancilik.app/hayvancilik.zul; Accessed Date: 14.03.2010.

Once the studies one published in the journal, all the responsibility
belongs to the authors.

The final checklist should be followed when submitting
manuscripts and the “Copyright Release Form” must be signed by
all authors in order. Manuscripts which are not prepared in
accordance with the “Instructions for authors” will not be
processed.
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Sayin Editér,
Yayinlanmasi dilegiyle Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi’ne génderdigimiz makalenin yazarlari olarak;

Derginizde yayimlanmak tizere yollamis oldugumuz makalenin orijinal oldugunu; bilimsel ve etik sorumlulugunun bize ait
oldugunu,

2-  Makalenin; daha 6nce yayimlanmadigini, derginizdeki degerlendirme siirecinde baska bir yayin organina yayimlanmak lizere
gonderilmedigini ve génderilmeyecegini,
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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 basligi (sadece yazim dilindeki) koyu (bold) yazildi, kisa baglik
eklendi.

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

Turkge baslk yazildi.

Tarkce 6zet yazildi.

Turkge anahtar kelimeler (alfabetik sirali ve ilk kelimenin ilk harfi blyuk digerleri kiigik harfle
yazildi) verildi.

ingilizce baslk yazildi.

ingilizce 6zet yazild.

ingilizce anahtar kelimeler verildi.

Sekillerin orijinal halleri eklendi.

Metin icinde sekiller ardisik 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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Before you submit your work, please take the time to be certain that your paper (and other writings

as applicable) is in the correct format and that you have included everything necessary by checking it

against this checklist.
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Copyright Release Form has been enclosed, completed and signed by all authors
(http://ercvet.gmail.com).

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.
Author(s) names have been fully written (not abbreviated) on the cover page.

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.

Turkish keywords have been given alphabetically.

Orijinal figures have been enclosed.

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.
Each figure has been given on a separate page.

Names of tables have been given in a separate page as table list.
Each table has been given on a separate page.

References has been typed according to instructions.

Corresponding address has been given.



	kapak 17 2
	1-i
	2-ii
	3-iii
	içindekiler
	makale 1 serkan özkaya
	makale 2 Serpil SARIÖZKAN
	makale 3 Figen Sevil-Kilimci-Rabbit Liver Lobes
	makale 4 Nusret APAYDIN-Kedilerde Medetomidin-Ketamin
	makale 5 Adem KAMALAK-Meryemana Dikeninin.._
	makale 6 Nurhan Ertaş ONMAZ-Sığır Eti ve İç Organlarında Zeranol
	makale 7 fatih doğan koca
	makale 8 Burak Fatih Yüksel
	makale 9 Bedia BATI 1
	makale 10 serhat al
	makale 11 Görkem EKEBAŞ
	makale 12 Serpil SARIÖZKAN-Kısa Süreli Saklanan Tavşan Spermasının
	derleme 1
	derleme 2
	olgu 1
	son sayfalar
	YAZIM KURALLARI (TÜRKÇE) 15.04.2019
	YAZIM KURALLARI (ING) 15.04.2019
	Telif Hakkı Devri
	SON KONTROL LİSTESİ

	içindekiler.pdf
	Page 1

	içindekiler.pdf
	Page 1

	içindekiler.pdf
	Page 1




