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ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the efficiency of REML, MINQUE and MIVQUE methods, which are 
frequently used methods in estimating genetic parameters, in the estimation of variance components when 
the covariance factor is included in the model. Balanced and normally distributed data obtained by simula-
tion were used in the study. A mixed model with both fixed and chance factors was used in the estimation of 
variance components. Dry period for milk yield and dam’s live weight for birth weight were determined as co-
variates. In comparing the variance components obtained by the methods, the criteria of having a small envi-
ronmental variance and a small ratio of environmental variance to total variance were taken as basis. When the 
methods were compared, the best results for both milk yield and birth weight were obtained with the MINQUE 
method when the covariate was included in the model. However, the negative variance was obtained with the 
MINQUE method. In the MIVQUE method, the increase in environmental variance as a result of the inclusion 
of the covariate in the model was determined as the negative side of this method. In cases where covariance 
factors were included or not included in the mixed model, the results of the REML method were found to be 
better and more reliable than the MINQUE and MIVQUE methods when estimating the genetic parameter in 
the balanced and normally distributed data.

Keywords: Covariance factor, genetic parameter estimation, mixed model, variance components estimation 
methods

ÖZ

Bu çalışmada, genetik parametre tahmininde sıkça kullanılan yöntemlerden REML, MINQUE ve MIVQUE yön-
temlerinin, modele kovaryans faktör dahil edildiği durumda varyans unsurları tahminindeki etkinliklerinin belir-
lenmesi amaçlanmıştır. Çalışmada simülasyon ile elde edilen, dengeli ve normal dağılımlı veriler kullanılmıştır. 
Varyans unsurları tahmininde hem sabit hem de şansa bağlı faktörlerin bulunduğu karışık model kullanılmıştır. 
Süt verimi için kuruda kalma süresi, doğum ağırlığı için ananın canlı ağırlığı kovaryeteler olarak belirlenmiştir. 
Yöntemlerle elde edilen varyans unsurlarının karşılaştırılmasında, çevre varyansının küçük olması ve çevre var-
yansının toplam varyansa oranının küçük olması kriterleri esas alınmıştır. Yöntemler karşılaştırıldığında, kovar-
yetenin modele dahil edildiği durumda hem süt verimi için hem de doğum ağırlığı için en iyi sonuçlar MINQUE 
yöntemi ile elde edilmiştir. Fakat MINQUE yöntemi ile negatif varyans unsuru elde edilmiştir. MIVQUE yönte-
minde kovaryetenin modele dahil edilmesi sonucunda çevre varyansının artması, bu yöntemin olumsuz tarafı 
olarak tespit edilmiştir. Karışık modele kovaryans faktörlerin dahil edildiği ve edilmediği durumlarda, dengeli 
ve normal dağılımlı verilerde genetik parametre tahminlenirken REML yönteminin sonuçlarının MINQUE ve 
MIVQUE yöntemlerine göre daha iyi ve güvenilir sonuçlar verdiği tespit edilmiştir.

Anahtar Kelimeler: Kovaryans faktör, genetik parametre tahmini, karışık model, varyans unsurları tahmin yön-
temleri
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GİRİŞ

Günümüzdeki artan popülasyonun gıda ihtiya-
cını karşılamak için tarım alanlarının artırılması 
çevre üzerinde baskı oluşturmaktadır. Bu neden-
le tarımda birim başına verimliliğinin artırılması 
her geçen gün daha fazla önem arz etmektedir.  
Birçok araştırma yapılarak hayvanların özellikle-
rinin geliştirilmesi, verimlerinin artırılması ve bu 
sayede hayvanlardan daha fazla faydalanılması 
amaçlanmıştır. Hayvan verimlerinin gelecek ge-
nerasyonda arttırılması için yapılan bu çalışmalar 
ıslah çalışmaları olarak değerlendirilir.1

Hayvanların genetik özelliklerinin ıslahında iki 
temel yöntem vardır. Bunlardan biri seleksiyon 
diğeri de melezlemedir. Melezleme yönteminde 

farklı ırklar birleştirilerek veriminin arttırılması 
amaçlanır. Seleksiyonda ise yüksek verimli fert-
lerden yüksek verimli yavruların elde edilmesi 
amaçlanır.

Hayvanların genetik yapılarındaki farklılıklara da-
yanan seleksiyon, genetik olarak ilerlemeyi amaç-
lamaktadır.1 Fakat ekonomik olarak önemli olan 
karakterlerin verimi, ana ve babadan gelen gen-
lerle birlikte çevreye de bağlıdır.2 Çevreden kay-
naklanan varyasyon bir hata kaynağı olup, genetik 
araştırmaları ve seleksiyonun doğruluk derecesi-
ni etkiler.3 Yani, hayvanın genotipi ne kadar iyi olsa 
da, çevre şartları iyileştirilmeden verim kapasite-
sine ulaşılamaz. Yine çevre şartları da ne kadar iyi 
olursa olsun, hayvanın genetik yapısının sınırla-
dığı verim seviyesini aşmak da mümkün değildir.
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Hayvan ıslahında kullanılan genetik özelliklere ait istatistikler ge-
netik parametreler olarak adlandırılmaktadır. Kullanılan bu gene-
tik parametreler kalıtım derecesi, tekrarlanma derecesi, genetik 
korelasyon ve grup içi korelasyondur.

Varyans unsurları belirlenerek genetik parametreler tahminle-
nir. Varyansa sebep olan faktörler belirlenerek bunların toplam 
varyanstaki payları ve hesaplanamayan çevre faktörlerinden ileri 
gelen hata varyansı tahminlenir. Tahminlenen bu varyanslardan 
genetik parametreler belirlenir.4

Varyans unsurları hesaplanırken 3 farklı model kurulabilir. Bunlar; 
sadece sabit faktörlerin bulunduğu Sabit model, sadece şansa 
bağlı faktörlerin bulunduğu Şansa bağlı model ve hem sabit hem 
de şansa bağlı faktörlerin birlikte bulunduğu Karışık modellerdir.5-9

Varyans unsurlarının tahmininin hayvan ıslahındaki önemi şu şe-
kilde sıralanabilir;

1. Hayvanların gerçek verim kabiliyetlerinin, baba ve bunların 
kızlarının genetik değerlerinin tahmini,

2. Varyasyon kaynaklarının belirlenmesi, 
3. Progeny test programlarının oluşturulması,
4. Genetik X Genetik, Genetik X Çevre, Çevre X Çevre interaksi-

yonlarının hesaplanması,
5. Seleksiyon indekslerinin oluşturulması,
6. Fenotipik ve çevre kolerasyonlarının tahmini,
7. Islah programlarının planlanması,
8. Kantitatif özelliklerde genetik mekanizmanın yorumu.10-12

Varyans unsurlarının tahmininde varyans analizi (ANOVA), Mini-
mum Varyans Kuadratik Sapmasız Tahmin (MIVQUE), Minimum 
Norm Kuadratik Sapmasız Tahmin (MINQUE), En Yüksek Olabilirlik 
(ML), Kısıtlanmış En Yüksek Olabilirlik (REML), Henderson I, II, III 
gibi yöntemler bulunmakta olup, karışık modellerde çoğunlukla 
REML yöntemi kullanılmaktadır.13,14 

REML ve ML yöntemi normal dağılım gösteren veriler için kullanı-
lırken, MINQUE yöntemi dağılım varsayımlarına dayanmadan var-
yans ve kovaryans bileşenlerini tahmin etmek için geliştirilmiştir.15

REML yöntemi MIVQUE ve ML’dan türetilebilir. REML yöntemi ite-
ratif bir yöntemdir. Sabit etkilerinden kaynaklanan sapma bu yön-
tem ile yok edilmektedir.16-20

Bu çalışmanın amacı dengeli ve normal dağılım gösteren verilerde 
karışık model kullanılarak, kovaryans faktörün modele dahil edil-
diği ve edilmediği durumlarda varyans unsurlarını REML, MIVQUE 
ve MINQUE yöntemleri ile tahminlemektir. Varyans unsurlarının 
tahmininde sıkça kullanılan bu yöntemlerde, modele kovaryetenin 
dahil edilmesinin etkileri belirlenmeye çalışılmıştır.

MATERYAL ve METOT 

Materyal olarak simülasyon ile elde edilen veriler kullanılmıştır. 
Örnek büyüklüğü, 25 baba ve 50 anadan elde edilen 250 ineğin 
her birinin 4 doğum kaydı olmak üzere 1000 olarak belirlenmiştir. 
Gerçek gözlemlere yakın değerler bulmak için, Cura21 tarafından 
yapılan çalışmada bulunan istatistikler (ortalama ve standart sap-
ma), veri seti oluşturmak için kullanılmıştır. Adı geçen bu çalışma-
da, Trakya Bölgesi’ndeki Damızlık Sığır Yetiştiricileri Birliği’ne bağlı 
işletmelerden alınan, 296 775 baş siyah alaca ırkı sığıra ait 677 289 
verim kaydı değerlendirilmiştir. Yapılan diğer çalışmalara nazaran 
bu çalışmadaki örnek büyüklüğünün daha yüksek olması, bu çalış-
madan elde edilen istatistiklerin kullanılmasının daha uygun ola-
cağı kanaatine varılmıştır.

Kovaryans faktörün modele dahil edilebilmesi için bağımlı de-
ğişken ile ortak değişkenler arasındaki korelasyon katsayısının 
0,3’ten büyük olması gerekmektedir. Bu varsayımı sağlamak için 
değişkenler arasındaki korelasyon katsayısı (r) ‘0,5’ olarak alınmış-
tır. Bu istatistiklere göre varyans-kovaryans matrisi hesaplanmış 
ve bu matrise göre veri seti oluşturulmuştur.

Yöntem

Varyans unsurları
Varyans bileşenlerinin hesaplanmasında hem sabit faktörlerin 
hem de şansa bağlı faktörlerin bulunduğu karışık model kullanıl-
mış olup laktasyon, doğum ayı ve doğum yılı sabit faktörler iken 
ana, baba ve bireyin etkisi şansa bağlı faktörler olarak kullanılmış-
tır. Süt verimi için kuruda kalma süresi (KKS), doğum ağırlığı için 
ise ananın canlı ağırlığı (Canlı ağırlık) ortak değişken olarak belir-
lenmiş olup kovaryans faktörün dahil edildiği durumda varyans 
unsurları bu şekilde hesaplanmıştır. Yapılan çalışmalarda KKS’ 
nin süt verimine22, ananın canlı ağırlığının da doğum ağırlığına23 
etkilerinin istatistiksel açıdan önemli oldukları belirtilmiştir. Yine 
yapılan bazı çalışmalarda24,25 KKS’ nin süt verimini etkileyen makro 
çevre faktörlerinden biri olduğu bildirilmiştir. Yapılan bir tez çalış-
masında26, ana ağırlığı ile doğum ağırlığı arasında önemli bir kore-
lasyonun olduğu bildirilmiştir. 

Süt verimi değişkenine ait varyans değeri çok büyük olduğundan 
ve hesaplamalarda kolaylık sağlaması için, süt verimi değişkeni 
1000’e bölünerek varyans unsurları hesaplanmıştır.

Veri setinde tüm alt gruplarda gözlem sayıları eşit olduğundan 
dolayı veriler dengelidir. Birey modeliyle varyans unsurları tahmin-
lenmiştir. Modelin matris notasyonu;

Y = Xb + Zu + e şeklinde olup modelde yer alan terimler;
Y: Nxl boyutlu gözlem vektörü,
X: Nxq boyutlu ve rankı q olan sabit etkilere ait desen matrisi,
Z: Nxr boyutunda ve rankı r olan şansa bağlı etkilere ait desen 
matrisi,
b: qxl boyutunda sabit etkiler vektörü,
u: rxl boyutunda şansa bağlı etkilerin vektörü,
e: hata terimi olup, ortalaması sıfır ve varyans-kovaryans matrisi 
Iσ

i
2’ dir.

Varyans unsurları yöntemlerinin kıyaslamasında hata varyansı-
nı minimum tahmin eden yöntem, en iyi yöntem olarak açıklan-
maktadır.12,27 Ancak, varyans bileşenlerinin toplam varyasyondaki 
oranı, yöntemlerin kıyaslanmasında diğer önemli bir ölçüt olarak 
alınmakta ve hatanın toplam varyasyondaki oranının küçük olması 
istenmektedir.28 Her iki yöntemle de karşılaştırmalar yapılmıştır.

Varyans unsurları tahminleri için REML ve MIVQUE yöntemleri 
SAS 9.4 paket programında MIXED prosedürü kullanılmıştır. SAS 
paket programında bulunmayan, varyans unsurları tahmin metot-
larından olan MINQUE yöntemi için SPSS versiyon 18 (Statistical 
Package for the Social Sciences Inc., Chicago, IL, ABD) paket prog-
ramında GLM prosedürü kullanılmıştır.

BULGULAR

Bu çalışma için simülasyon ile elde edilen süt verimi, doğum ağır-
lığı, ananın canlı ağırlığı ve kuruda kalma süreleri değişkenlerine 
ait ortalama ve standart hataları Tablo 1’de verilmiştir.

Tablo 1’de simülasyon ile elde edilen süt verimi değişkeninin or-
talaması 5650,04 litre standart hatası 43,34, doğum ağırlığının 
ortalaması 39,99 kg standart hatası 0,19, ananın canlı ağırlığı 
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ortalaması 500,59 kg standart hatası 3,47 ve kuruda kalma sü-
resinin ortalaması 56,16 gün standart hatası 0,41 olarak tespit 
edilmiştir. 

Süt verimine ait varyans unsurları tahminleri hem kovaryans fak-
tör olduğu durumda hem de kovaryans faktör olmadığı durumda 
tahminlenmiştir. Varyans unsurları tahminleri için REML, MINQUE, 
MIVQUE metotları kullanılmıştır. Süt verimi için kuruda kalma sü-
resi değişkeninin modele kovaryete olarak dahil edildiği ve edil-
mediği durumlarda REML yöntemi kullanılarak elde edilen varyans 
unsurları sonuçları Tablo 2’de verilmiştir. 

Süt verimi için REML yöntemi ile elde edilen varyans unsurla-
rı sonuçlarına göre kovaryans faktörün modele dahil edilmesi ile 
genotipik varyans artmış ve çevre varyansı azalmıştır. Genotipik 
varyanstaki artış miktarı çevre varyansındaki azalma miktarından 
fazla olduğu için fenotipik varyans değeri de artmıştır. Kovarye-
tenin modele dahil edilmesi durumunda genotipik varyansın art-
ması ve çevre varyansının azalması sonucunda kalıtım derecesi de 
artmıştır (Tablo 2). 

Süt verimi için kuruda kalma süresi değişkeninin kovaryete olarak 
modele dahil edildiği ve edilmediği durumlarda MINQUE yöntemi 
kullanılarak yapılan analizler sonucunda elde edilen varyans un-
surları Tablo 3’te verilmiştir. 

Süt verimi için MINQUE yöntemi ile elde edilen varyans unsurla-
rı sonuçlarına göre kovaryans faktörün modele dahil edilmesi ile 
genotipik varyans artmış ve çevre varyansı azalmıştır. Genotipik 
varyanstaki artış miktarı çevre varyansındaki azalma miktarından 
fazla olduğu için fenotipik varyans değeri de artmıştır. Genotipik 
varyanstaki artış ve çevre varyansındaki azalma sonucunda kalı-
tım derecesi de artmıştır (Tablo 3). 

MIVQUE yöntemi kullanılarak, süt verimi için kuruda kalma süresi 
değişkeninin kovaryete olarak modele dahil edildiği ve edilmediği 
durumlarda yapılan analizler sonucunda elde edilen varyans un-
surları Tablo 4’te verilmiştir. 

Süt verimi için MIVQUE yöntemi ile elde edilen varyans unsurları 
sonuçlarına göre kovaryans faktörün modele dahil edilmesi geno-
tipik varyans ve çevre varyansını arttırmıştır. Bu artışlardan dolayı 
fenotipik varyans değeri de artmıştır. Genotipik varyanstaki artış 
oranı, çevre varyansındaki artış oranına kıyasla daha fazla olduğu 
için kalıtım derecesi de artmıştır (Tablo 4). 

Doğum ağırlığı üzerine varyans unsurları tahminlemesinde, kovar-
yans faktör olarak ananın canlı ağırlığı modele dahil edilmiştir. Do-
ğum ağırlığı için canlı ağırlık değişkeninin kovaryete olarak modele 
dahil edildiği ve edilmediği durumlarda REML yöntemi kullanılarak 
elde edilen varyans unsurları sonuçları Tablo 5’te verilmiştir. 

Süt verimi için REML yöntemi ile elde edilen varyans unsurları so-
nuçlarına göre kovaryans faktörün modele dahil edilmesi ile ge-
notipik varyans ve çevre varyansı azalmıştır. Çevre varyansındaki 
azalma miktarı genotipik varyanstaki azalma miktarından fazla 
olduğu için fenotipik varyans değeri de azalmıştır. Kovaryetenin 
modele dahil edilmesi durumunda çevre varyansındaki azalma 
oranının ve genotipik varyanstaki azalma oranına kıyasla daha faz-
la olması sebebiyle kalıtım derecesi de azalmıştır (Tablo 5). 

Doğum ağırlığı için canlı ağırlık değişkeninin kovaryete olarak 
modele dahil edildiği ve edilmediği durumlarda MINQUE yönte-
mi kullanılarak elde edilen varyans unsurları sonuçları Tablo 6’da 
verilmiştir. 

Doğum ağırlığı için MINQUE yöntemi ile elde edilen varyans un-
surları sonuçlarına göre kovaryans faktörün modele dahil edilme-
si ile genotipik varyans artmış ve çevre varyansı azalmıştır. Çevre 
varyansındaki azalma ve genotipik varyansın artması sebebiyle 
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Tablo 1. Bağımlı değişkenler ve kovaryetelere ait tanımlayıcı istatistikler

N X
-

± SX
-

Süt Verimi 1000 5650,043 ± 43,335

Doğum Ağırlığı 1000 39,986 ± 0,186

Canlı Ağırlık 1000 500,588 ± 3,467

KKS 1000 56,161 ± 0,408

KKS, Kuruda Kalma Süresi

Tablo 2. REML yöntemine göre süt verimi için varyans unsurları tahminleri

Kaynaklar Kovaryans Faktör Yok Kovaryans Faktör Var

σ2
g 0,6500 0,6879

σ2
e 0,7123 0,7104

σ2
p 1,3623 1,3983

h2 0,4800 ± 0,033 0,4900 ± 0,033

σ2
g, Genotipik Varyans; σ2

e, Çevre Varyansı; σ2
p, Fenotipik Varyans; h2, Kalıtım Derecesi

Tablo 3. MINQUE yöntemine göre süt verimi için varyans unsurları tahminleri

Kaynaklar Kovaryans Faktör Yok Kovaryans Faktör Var

σ2
g 0,6520 1,2870

σ2
e 0,7120 0,6760

σ2
p 1,3580 1,9630

h2 0,4801 ± 0,033 0,6556 ± 0,026

σ2
g, Genotipik Varyans; σ2

e, Çevre Varyansı; σ2
p, Fenotipik Varyans; h2, Kalıtım Derecesi

Tablo 4. MIVQUE yöntemine göre süt verimi için varyans unsurları tahminleri

Kaynaklar Kovaryans Faktör Yok Kovaryans Faktör Var

σ2
g 0,6507 0,6626

σ2
e 0,7163 0,7218

σ2
p 1,3670 1,3844

h2 0,4760 ± 0,033 0,4786 ± 0,033

σ2
g, Genotipik Varyans; σ2

e, Çevre Varyansı; σ2
p, Fenotipik Varyans; h2, Kalıtım Derecesi

Tablo 5. REML yöntemine göre doğum ağırlığı için varyans unsurları tahminleri

Kaynaklar Kovaryans Faktör Yok Kovaryans Faktör Var

σ2
g 1,2358 0,5945

σ2
e 25,0561 22,8315

σ2
p 26,2919 23,4260

h2 0,0470 ± 0,028 0,0250 ± 0,027

σ2
g, Genotipik Varyans; σ2e, Çevre Varyansı; σ2

p, Fenotipik Varyans; h2, Kalıtım Derecesi

Tablo 6. MINQUE yöntemine göre doğum ağırlığı için varyans unsurları tahminleri

Kaynaklar Kovaryans Faktör Yok Kovaryans Faktör Var

σ2
g 1,4050 2,7430

σ2
e 25,0700 22,7430

σ2
p 26,4750 25,4860

h2 0,0531 ± 0,028 0,1076 ± 0,031

σ2
g, Genotipik Varyans; σ2

e, Çevre Varyansı; σ2
p, Fenotipik Varyans; h2, Kalıtım Derecesi

Tablo 7. MIVQUE yöntemine göre doğum ağırlığı için varyans unsurları tahminleri

Kaynaklar Kovaryans Faktör Yok Kovaryans Faktör Var

σ2
g 1,3479 0,5709

σ2
e 25,0635 23,0410

σ2
p 26,4114 23,6119

h2 0,0510 ± 0,028 0,0242 ± 0,027

σ2
g, Genotipik Varyans; σ2

e, Çevre Varyansı; σ2
p, Fenotipik Varyans; h2, Kalıtım Derecesi



kalıtım derecesi artmıştır. Çevre varyansındaki azalma miktarı ge-
notipik varyanstaki artış miktarından fazla olduğu için fenotipik 
varyans azalmıştır (Tablo 6). 

Doğum ağırlığı için canlı ağırlık değişkeninin modele kovaryete 
olarak dahil edildiği ve edilmediği durumlarda MIVQUE yöntemi 
ile elde edilen varyans unsurları sonuçları Tablo 7’de verilmiştir. 

Doğum ağırlığı için MIVQUE yöntemi ile elde edilen varyans un-
surları sonuçlarına göre kovaryans faktörün modele dahil edilmesi 
ile genotipik varyans ve çevre varyansı azalmıştır. Bu azalmalardan 
dolayı fenotipik varyans da azalmıştır. Genotipik varyanstaki azal-
ma oranı çevre varyansına kıyasla daha fazla olduğu için kalıtım 
derecesi de azalmıştır (Tablo 7). 

TARTIŞMA 
Süt verimi için elde edilen varyans unsurları sonuçlarında ko-
varyans faktörün modele dahil edilmediği durumda, REML ve 
MINQUE yöntemlerinde hem çevre varyansının küçük olması hem 
de çevre varyansının toplam varyansa oranının küçük olması kri-
terleri bakımından benzer sonuçlar elde edilmiş ve bu sonuçla-
rın MIVQUE yöntemi ile elde edilen sonuçlardan daha iyi olduğu 
tespit edilmiştir. KKS değişkeninin kovaryete olarak modele dahil 
edilmesiyle REML ve MINQUE yöntemlerinde çevre varyansı aza-
lırken MIVQUE yönteminde çevre varyansı artmıştır. Kovaryetenin 
modele dahil edilmesinin amacı, kontrol edilemeyen çevre var-
yansının bir kısmının kovaryete aracılığıyla kontrol altına alınarak 
çevre varyansının azaltılmasıdır. Bu sebeple MIVQUE yönteminde 
kovaryetenin modele dahil edilmesi sonucunda çevre varyansı-
nın artması olumsuz bir sonuç olarak belirlenmiştir. Kovaryetenin 
modele dahil edildiği durumda elde edilen varyans unsurlarında 
her iki karşılaştırma kriterine göre MINQUE yöntemi ile REML 
yöntemine göre daha iyi sonuçlar elde edilmesine rağmen nega-
tif varyans elde edilmiş olması, MINQUE yönteminin olumsuz bir 
sonucu olarak tespit edilmiştir. 

Doğum ağırlığı için kovaryetenin modele dahil edilmediği durum-
da elde edilen varyans unsurlarında, çevre varyansının küçük ol-
ması kriteri bakımından en iyi sonuç REML yöntemi ile elde edil-
mişken, çevre varyansının toplam varyansa oranının küçük olması 
kriterine göre en iyi sonuç MINQUE yöntemi ile saptanmıştır. Canlı 
ağırlık değişkeni kovaryete olarak modele dahil edildiği durumda 
elde edilen varyans unsurlarında her iki karşılaştırma kriteri bakı-
mından en iyi sonuçlar MINQUE yöntemi ile elde edilirken en kötü 
sonuçlar MIVQUE yöntemi ile belirlenmiştir. 

Yöntemlerle elde edilen sonuçlardaki farklılıkların sebebi, yöntem-
lerin farklı metotlarla varyans unsurlarını tahmin etmesi ve farklı 
varsayımlar gerektirmeleridir. En Yüksek Olabilirlik (EYO) metodu 
sabit faktörlerin serbestlik derecesini dikkate almamakta ve nor-
mal dağılım gösteren verilerde daha tutarlı sonuçlar vermektedir. 
EYO metodunun normal olmayan dağılımlardaki sapması MIVQUE 
yöntemi ile giderilmiştir. Bu sebeple MIVQUE yöntemi normallik 
varsayımını gerektirmemekte ve parametre kestiriminde EYO 
metodunu kullanmaktadır. REML yöntemi de parametre kestiri-
mi için MIVQUE yöntemi gibi EYO metodunu kullanmaktadır. EYO 
yönteminde parametrelere ait başlangıç değerleri girilmekte ve 
iterasyon yöntemi ile olabilirliğin maksimum olduğu noktadaki 
parametre kombinasyonu belirlenmektedir. Ayrıca dengesiz ve-
rilerde doğrusal modellerin kullanımına yönelik olarak geliştiri-
len EYO yöntemi, verilerdeki olası bütün genetik ilişkileri dikkate 
alabilmekte ve verilerin dengeli olmasını gerektirmemektedir. 
MINQUE yöntemi parametre kestiriminde En Küçük Kareler (EKK) 
metodunu kullanmaktadır. EKK metodunda istatistikler regres-

yon analizi veya varyans analizi kullanılarak elde edilir ve verilerin 
dengeli olması ile birlikte ebeveynlerin popülasyondan rasgele 
seçilmiş olmaları varsayımlarını gerektirir. Bu çalışmada, EKK yön-
teminin gereksinimi olan verilerin dengeli olması varsayımının 
karşılanmış olması sebebiyle MINQUE yöntemi ile daha olumlu 
sonuçlar elde edilmiş olabilir. EKK metodunda varyans unsurları-
nın negatif çıkmaması için bazı yöntemler bulunmaktadır. Fakat 
MINQUE yönteminde hesaplama tekniğinden dolayı bu durum 
engellenememekte ve negatif varyans elde edilebilmektedir. Do-
ğum ağırlığında negatif varyans görülmemesine rağmen, süt veri-
mi için de aynı model kullanılmış ve negatif varyans elde edilmiştir. 
Elde edilen negatif varyansın oluşturulan modelden veya veri se-
tinden kaynaklandığı söylenebilir. Bu sebeple çalışmadan elde edi-
len MINQUE sonuçlarının güvenilir olmadığına kanaat getirilmiştir. 

Mevcut çalışmayla benzer olarak yürütülen bazı çalışmalarda-
REML yönteminin MIVQUE yöntemine göre29, REML yönteminin 
MINQUE yöntemine göre30-32, verilerin normal dağılıma sahip ol-
duğu karmaşık modellerde REML yönteminin MINQUE yöntemine 
göre33  varyans unsurları bakımından daha iyi tahminler yaptığını, 
MIVQUE yöntemlerinin daha sapmasız ve kararlı tahminler verme-
sine karşılık, negatif tahmin verme eğiliminin yüksek olması ne-
deniyle tercih edilmesinin kısıtlı olduğu, sapmalı olmakla birlikte 
parametre alanında tahminleme yapan REML yönteminin karışık 
modellerde tercih edilebileceğini bildirmişlerdir.34 Yapılan bazı ça-
lışmalarda mevcut çalışmadan elde edilen sonuçların aksine, iki 
yönlü karışık modelde REML ve MINQUE yöntemlerinin baba var-
yansı ve kalıtım derecesi için benzer değerler verdiğini35, dengeli 
veriler için REML ve MINQUE yöntemlerinde varyans bileşenlerinin 
birbirine eşit olarak bulunduğunu36, testin gücü ve Tip-I hata bakı-
mından REML ve MINQUE yöntemlerinin eşit olduğunu fakat he-
saplama süresi bakımından MINQUE yönteminin zamandan daha 
fazla tasarruf ettiği sonucuna ulaşıldığını bildirmişlerdir.37

Doğum ağırlığında ananın canlı ağırlığının kovaryans faktör olarak 
modele dahil edilmesi ile tüm yöntemlerde çevre varyansı düşme-
sine karşın, süt verimi için kuruda kalma süresi kovaryans faktör 
olarak modele dahil edildiğinde MIVQUE yönteminde çevre var-
yansları artmıştır. Bu sebeple MIVQUE yönteminde kovaryetenin 
olumsuz yönde etki yaptığı tespit edilmiştir. Çünkü çevre varyan-
sı düşük olan denemelerin, belirleme (determinasyon) katsayısı 
daha büyük olduğu için sonuçları da daha güvenilirdir. 

Kovaryans faktörün modele dahil edilmediği durumda, bağımlı 
değişkenlerin varyansına en yakın değer REML yöntemi ile elde 
edilmiştir. Kovaryans faktörlerin modele dahil edildiği durumda 
bağımlı değişkenin varyansına en yakın değerler, süt verimi için 
REML yöntemi ile elde edilirken doğum ağırlığı için MINQUE me-
todu ile elde edilmiştir. MINQUE yöntemi ile doğum ağırlığı için 
en yüksek kalıtım derecesi hesaplanmış fakat bu yöntemle negatif 
varyans elde edildiği için, bu çalışmada kullanılan modelde ve veri 
setinde MINQUE yöntemi ile elde edilen sonuçların güvenilir ol-
mayacağı tespit edilmiştir. 

Sonuç olarak, bu çalışmada kullanılan dengeli ve normal dağılım-
lı karışık modellerde, kovaryans faktörün modele dahil edildiği ve 
edilmediği durumlarda en iyi ve en güvenilir sonuçlar REML yön-
temi ile elde edilmiştir. Bu çalışmada kovaryans faktörün kullanıl-
masının sebebi kontrol edilemeyen çevre varyansının bir kısmının, 
kovaryeteler kullanılarak kontrol altına alınmasıdır. Bu sayede çev-
re varyansından, kovaryetelerin neden olduğu varyans çıkarılarak 
çevre varyansı azaltılmaktadır. Çevre varyansının azalması da be-
lirleme katsayısının artmasını ve tahminlenen varyans unsurları-
nın daha güvenilir olmasını sağlayacaktır. 
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ABSTRACT

In this study, the protective effects of rutin (RUT) against spleen toxicity caused by deltamethrin (DLM) were 
investigated. For this purpose, DLM and/or RUT were applied to Sprague dawley rats for 28 days. According to 
results, DLM increased malondialdehyde (MDA) levels in spleen tissue, decreased glutathione (GSH) levels and 
mRNA transcript levels of superoxide dismutase (SOD), catalase (KAT) and glutathione peroxidase (GPx) enzymes. 
RUT treatment caused a decrease in MDA levels, activated SOD, KAT and GPx expressions and increased GSH lev-
els. Also, RUT showed anti-inflammatory effect in spleen tissue by suppressing the expressions of mitogen-ac-
tivated protein kinase-14 (MAPK14), nuclear factor kappa-B (NF-ĸB) and interleukin-1-beta (IL-1β) activated by 
DLM. It was observed that the expression of anti-apoptotic protein B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) suppressed by 
DLM was activated by RUT. It is also among the other findings that the apoptotic protein Bcl-2-related X protein 
(Bax) is activated by DLM and suppressed by RUT. As a result, it was determined that DLM had a toxic effect on 
spleen tissue by causing oxidative stress, inflammation and apoptosis, however, RUT demonstrated antioxidant, 
anti-inflammatory and anti-apoptotic effects and protected spleen tissue from the toxic effect of DLM.

Keywords: Apoptosis, deltamethrin, ınflammation, oxidative stress, rutin

ÖZ

Çalışmada deltametrinin (DLM) meydana getirdiği dalak toksisitesine karşı rutin’in (RUT) koruyucu etkileri araş-
tırılmıştır. Bu amaçla çalışmada Sprague dawley ratlara 28 gün boyunca DLM ve/veya RUT uygulandı. DLM’nin 
dalak dokusunda malondialdehit (MDA) seviyelerini arttırdığı, glutatyon (GSH) seviyelerini ve süperoksit dis-
mutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimlerinin mRNA transkript seviyelerini ise azalttığı 
belirlendi. RUT tedavisinin ise MDA seviyelerinde azalma meydana getirdiği, SOD, KAT ve GPx ekspresyonlarını 
aktive ettiği ve GSH seviyelerini arttırdığı görüldü. Ayrıca RUT’un DLM tarafından aktive edilen mitojenle aktif-
leştirilen protein kinaz 14 (MAPK14), nükleer faktör kappa B (NF-ĸB) ve interlökin 1 beta (IL-1β) ekspresyonlarını 
baskılayarak dalak dokusunda anti-enflamatuar etki gösterdiği belirlendi. DLM tarafından baskılanan anti-a-
poptotik protein B hücreli lenfoma-2 (Bcl-2) ekspresyonunun RUT tarafından aktive edildiği görüldü. Ayrıca 
apoptotik protein olan Bcl-2 ile ilişkili X proteininin (Bax) DLM tarafından aktive edildiği, RUT tarafından ise 
baskılandığı elde edilen diğer bulgulardandır. Sonuç olarak DLM’nin oksidatif strese, enflamasyona ve apoptoza 
neden olarak dalak dokusunda toksik etki gösterdiği bununla birlikte RUT’un antioksidan, anti-enflamatuar ve 
anti-apoptotik etki göstererek dalak dokusunu DLM’nin toksik etkisinden koruduğu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, deltametrin, inflamasyon, oksidatif stres, rutin
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GİRİŞ

Giderek artan çevre kirliliği insan sağlığına ciddi 
zararlar vermektedir.1 Çevre kirliliğine neden olan 
ve insanlar dahil birçok canlıyı olumsuz etkile-
yen faktörlerden biri de pestisitlerdir.2 Pestisitler 
arasında deltametrin (DLM), tarımsal ürünleri, 
sebzeleri ve meyveleri karınca, akar, böcek ve bit 
gibi zararlılara karşı korumak için yaygın olarak 
kullanılan geniş spektrumlu sentetik bir dibro-

mo-piretroid insektisittir.3 DLM başlangıçta me-
meli türleri için pestisitler arasında en az toksik 
bileşik olarak kabul edildi ancak yapılan çalışmalar 
DLM’nin memeli ve memeli olmayan organizma-
larda çeşitli toksik etkilere neden olduğunu gös-
termiştir.4 DLM’nin muhtemelen reaktif oksijen 
türlerinin (ROS) ve reaktif nitrojen türlerinin (RNS) 
oluşumunu tetikleyerek oksidatif strese neden 
olduğu ve toksisitesini bu şekilde gösterdiği bil-
dirilmiştir.4 Bu nedenle DLM toksisitesine karşı 
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doğal olarak meydana gelen antioksidanların kullanımı yoğun ilgi 
görmektedir.5-7

Flavonoidler çeşitli meyve, sebze ve bitkisel ürünlerden doğal ola-
rak elde edilen fenolik bileşiklerdir ve birçok çalışmada antioksi-
dan, anti-enflamatuar ve antiapoptotik özelliklere sahip oldukları 
bildirilmiştir.8-13 Bu nedenle son zamanlarda araştırmacıların ilgi 
odağı haline gelmişlerdir. Rutin (RUT) (3,3’,4’,5,7-pentahidroksifla-
von-3-rhamnoglukozit) flavonol kersetin ve disakkarit rutinozdan 
oluşan bir flavondur.13-15 RUT’un önceki çalışmalarda antioksidan, 
antibakteriyel, anti-kanserojen, anti-enflamatuar, vazodilatör, im-
münomodülatör ve hepatoprotektif özelliklere sahip olduğu gös-
terilmiştir.14,16-20 

Sunulan çalışmada DLM’nin neden olduğu dalak toksisitesine kar-
şı RUT’un potansiyel koruyucu etkileri oksidatif stres, enflamasyon 
ve apoptozda rol oynayan bazı biyolojik belirteçler üzerinden araş-
tırılması amaçlanmıştır.

MATERYAL ve METOT 

Kimyasallar
Rutin, deltametrin ve diğer tüm kimyasallar analitik saflıkta olup 
Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)’dan temin edildi.

Hayvanlar ve Etik Kurul Onayı
Deneyde Atatürk Üniversitesi Tıbbi Deneysel Uygulama ve Araş-
tırma Merkezinden temin edilen yaşları 10-12 hafta ve ağırlıkları 
220-250 gr olan 35 adet erkek Sprague Dawley ratlar kullanıldı. 
Çalışmanın etik kurul onayı Atatürk Üniversitesi’nin Hayvan De-
neyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alındı (Tarih: 29 Mayıs 2020, Proto-
kol Numarası: 2020-05-78). Hayvanların beslenmelerinde çeşme 
suyu ve standart laboratuvar yemleri kullanıldı. Yeme ve içme ad 
libitum olarak sağlandı. Hayvanlar 24 ± 1°C sıcaklığa, %45 ± 5 nem 
oranına ve 12 saatlik aydınlık/karanlık döngüye sahip ortamda ba-
rındırıldılar.

Deney Protokolü
Deneyde her birinde 7 hayvan bulunan 5 farklı grup oluşturuldu. 
Kontrol grubuna 28 gün boyunca 0,5 mL oral yolla serum fizyolo-
jik verildi. RUT grubuna 30 gün boyunca 50 mg/kg RUT oral yolla 
verildi.21 DLM grubuna 30 gün boyunca 1,28 mg/kg DLM oral yolla 
verildi.22 DLM + RUT 25 grubuna 30 gün boyunca 1,28 mg/kg DLM 
oral yolla verildi. DLM uygulamasından 30 dakika sonra 25 mg/kg 
RUT yine oral yolla verildi. DLM + RUT 50 grubuna 30 gün boyunca 
1,28 mg/kg DLM oral yolla verildi. DLM uygulamasından 30 dakika 
sonra 50 mg/kg RUT yine oral yolla verildi.

Son DLM uygulaması yapıldıktan 24 saat sonra (31. gün) ratlar hafif 
sevofloran anestezisi altında dekapite edilerek dalak dokuları alın-
dı. Sonrasında dokular biyokimyasal analizler yapılana kadar -80oC 
saklandı.

Dalak Dokusunda Lipid Peroksidasyon Derecesi ve İndirgenmiş 
Glutatyon Seviyelerinin Analizi
Dalak dokuları %1,15’lik KCl içerisinde homojenize edildikten sonra 
malondialdehit (MDA) seviyelerinin ölçümü için 3500 R.P.M’de 15 
dakika, glutatyon (GSH) seviyelerinin tayini için ise 10000 R.P.M’de 
20 dakika santrifüj edildi. Elde edilen süpernantantta MDA seviye-
leri Placer ve ark.’nın23 geliştirdiği metot ile ölçüldü. GSH seviyeleri 
ise Sedlak ve Lindsay ’in24 metoduna göre analiz edildi. 

Dalak Dokusunda Total RNA İzolasyonu, cDNA Sentezi ve Re-
al-Time PCR Analizleri
Dalak dokularında total RNA izolasyonu QIAzol Lysis Reagent (Qia-
gen, Cat: 79306, Germany) ile üreticinin protokolüne göre yapıldı. 

Elde edilen total RNA’ların konsantrasyonları NanoDrop (Bio-Tek 
Instruments Epoch, USA) cihazında belirlendi ve alınan sonuçla-
ra göre total RNA eşitlemesi yapıldı. Sonrasında total RNA’lardan 
iScript™ cDNA Synthesis Kit’i (Bio-Rad, United States) ile yine 
üretici firmanın vermiş olduğu talimatlar doğrultusunda cDNA 
sentezi gerçekleştirildi. Elde edilen cDNA’lar nükleer faktör kappa 
B (NF-kB) (F: AGTCCCGCCCCTTCTAAAAC, R: CAATGGCCTCTGTG-
TAGCCC), interlökin-1-beta (IL-1b) (F: ATGGCAACTGTCCCTGAACT, 
R: AGTGACACTGCCTTCCTGAA), mitojenle aktive olan protein ki-
naz 14 (MAPK14) (F: GTGGCAGTGAAGAAGCTGTC, R: GTCACCAG-
GTACACATCGTT), Bcl-2 ile ilişkili X proteini (Bax) (F: TTTCATCCAG-
GATCGAGCAG, R: AATCATCCTCTGCAGCTCCA), B hücreli lenfoma 
2 (Bcl-2) (F: GACTTTGCAGAGATGTCCAG, R: GACTTTGCAGAGAT-
GTCCAG), süperoksit dismutaz (SOD) (F: AATGTGGCTGCTGGAA-
AGGA, R: GCTTCCAGCATTTCCAGTCT), katalaz (KAT) (F: CTGAGA-
GAGTGGTACATGCA, R: AATCGGACGGCAATAGGAGT), glutatyon 
peroksidaz (GPx) (F: CAAGGTGCTGCTCATTGAGA, R: ATGTCCGA-
ACTGATTGCACG) mRNA transkript seviyelerinin belirlenmesinde 
kullanıldı. RT-PCR aşamasında ilgili genlerin primerleri, QuaniTe-
ct SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen, Cat: 204143, Germany), 
RNaz free water ve cDNA’lar ile karışım hazırlandı. Sonrasında Ro-
tor-Gene Q (Qiagen, Germany) ile üç tekrarlı olarak analiz işlemi 
yapıldı. İnternal kontrol olarak β-aktin (F: CAGCCTTCCTTCTTGG-
GTATG, R: AGCTCAGTAACAGTCCGCCT) kullanıldı ve elde edilen CT 
değerlerinden Livak ve Schmittgen’in25 2−ΔΔCT metodu ile kat deği-
şimi hesaplamaları gerçekleştirildi.

İstatistiksel Analiz
Dalak dokularında gerçekleştirilen analizlerin istatistiksel değer-
lendirmesi IBM SPSS programında versiyon 20.0 (IBM Statistical 
Package for the Social Sciences Corp., Armonk, NY, ABD) yapıldı. 
Deney grupları arasında istatistiksel farklar tek yönlü varyans ana-
lizi (One-way ANOVA) ile yapıldı. Gruplar arası farklılıklar ise Tukey 
çoklu karşılaştırma testi ile belirlendi. RT-PCR analizlerinde her ör-
nek 3 tekrarlı çalışıldı ve sonuçlar ortalama ± SD olarak sunuldu. P 
< ,05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

BULGULAR

DLM ve RUT Uygulamalarının Dalak Dokusunda Oksidatif Stres 
Üzerine Etkisi
DLM ve RUT uygulamalarının dalak dokusunda MDA ve GSH se-
viyeleri üzerine etkisi Şekil 1’de sunulmuştur. Elde edilen verilere 
göre DLM’nin dalak dokusunda kontrol grubuna göre GSH sevi-
yelerini azalttığı MDA seviyelerini ise arttırdığı belirlendi (P < ,05). 
Bununla birlikte RUT antioksidan etki göstererek lipid peroksi-
dasyonunu doz bağımlı olarak azaltarak MDA seviyelerini kontrol 
grubuna yaklaştırdığı belirlendi (P < ,05). Ayrıca GSH seviyelerinin 
RUT uygulaması ile birlikte MDA seviyelerine ters korelasyon gös-
tererek DLM grubuna göre arttığı görüldü (P < ,05).

Oksidatif stres durumu ayrıca RT-PCR metodu kullanılarak SOD, 
KAT ve GPx enzimlerinin mRNA transkript seviyelerinin ölçülmesi 
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Şekil 1. Dalak dokusu MDA ve GSH seviyeleri 
MDA, Malondialdehit; GSH, Glutatyon



ile araştırıldı ve sonuçlar Şekil 2’de verildi. DLM’nin SOD, KAT ve 
GPx ekspresyon seviyelerini baskılayarak oksidatif strese neden 
olduğu görülürken, RUT uygulamasının bu antioksidan enzimlerin 
ekspresyonlarını doz bağımlı olarak yukarı yönlü düzenlediği be-
lirlendi. 

DLM ve RUT Uygulamalarının Dalak Dokusunda Enflamasyon 
Üzerine Etkileri
NF-kB, IL-1β ve MAPK14 inflamasyonda rol oynayan önemli be-
lirteçlerdir. Dalak dokusunda bu yolaklara ait mRNA transkript 
seviyeleri değerlendirildiğinde DLM’nin NF-kB, IL-1β ve MAPK14 
ekspresyon seviyelerini kontrol grubuna göre önemli derecede 
arttırdığı belirlendi (P < ,05). DLM ile birlikte RUT uygulanan rat-
ların dalak dokularında bu belirteçlerin mRNA transkript seviyeleri 
incelendiğinde, DLM grubuna göre dikkate değer bir azalma mey-

dana geldiği gözlendi (P < ,05). Ayrıca 50 mg/kg verilen dozun 25 
mg/kg’a göre inflamasyon üzerine daha etkili olduğu görüldü (P < 
,05). Yalnızca RUT uygulamasının ise kontrol grubuna göre anlamlı 
bir fark oluşturmadığı da elde ettiğimiz veriler arasındadır. NF-kB, 
IL-1β ve MAPK14 yolaklarına ait mRNA transkript seviyeleri Şekil 
3’te özetlenmiştir. 

DLM ve RUT Uygulamalarının Dalak Dokusunda Apoptoz Üze-
rine Etkileri
Bax ve Bcl-2 apoptozda önemli rol oynayan proteinlerdir. Bu pro-
teinlerin aktivasyon düzeylerine ait mRNA transkript seviyeleri 
değerlendirildiğinde, DLM uygulamasının dalak dokusunda Bax 
ekspresyonunu tetikleyerek Bcl-2 ekspresyonunu ise baskılayarak 
apoptoza neden olduğu tespit edildi (P < ,05). Bununla birlikte RUT 
verilen ratların dalak dokusunda Bax ekspresyonunun doz bağımlı 
olarak baskılandığı belirlendi (P < ,05). Ayrıca RUT uygulamasının 
Bcl-2 mRNA transkript seviyelerini yine doz bağımlı olarak arttır-
dığı görüldü (P < ,05). Bax ve Bcl-2’nin dalak dokusundaki mRNA 
transkript seviyeleri Şekil 4’te verilmiştir.

TARTIŞMA 

Sunulan çalışmada ratların dalak dokularında DLM ile toksisite 
oluşturulduktan sonra RUT’un potansiyel koruyucu etkileri oksi-
datif stres, enflamasyon ve apoptoz üzerinden araştırıldı. 

Oksidatif metabolizmanın yan ürünleri olan süperoksitler, peroksit-
ler ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen türleri (ROT), hücrelerde 
yer alan nükleik asitler, proteinler ve lipidler gibi makro molekülle-
re hasar vererek dokuların işlevlerinin kaybolmasına neden olur ve 
böylece birçok hastalığın patogenezini oluşturur.10,26 Normal şartlar 
altında her zaman düşük seviyelerde üretilen bu ROT’lar vücutta 
yer alan antioksidan savunma sistemi tarafından temizlenerek ok-
sidan-antioksidan denge kurulmaktadır.27 Örneğin süperoksit ra-
dikali SOD tarafından hidrojen peroksite, hidrojen peroksit ise KAT 
ve GPx tarafından su ve moleküler oksijene dönüştürülmektedir.28 
Ayrıca önemli bir antioksidan tripeptid olan GSH serbest radikal-
leri bağlayarak okside forma (GSSG) dönüşerek hücreleri oksidatif 
hasara karşı korumaktadır.26 Bununla birlikte DLM’nin de aralarında 
bulunduğu çeşitli ajanlar tarafından oksidatif stres yüksek derece-
de meydana geldiğinde oksidan-antioksidan denge bozulmakta ve 
dalak dahil birçok dokuda toksisite meydana gelmektedir.29-34 Su-
nulan çalışmada da DLM’nin dalak dokusunda muhtemelen serbest 
radikal oluşumunu arttırarak GSH depolarının tükenmesine neden 
olduğu görüldü. Ayrıca DLM’nin antioksidan enzimlerin aktivitele-
rinde azalmaya neden olduğu da belirlendi. Öte yandan önemli bir 
antioksidan madde olan RUT’un antioksidan enzimlerin ekspres-
yonlarını aktive ettiği ve GSH depolarını yenilediği tespit edildi. Böy-
lece dalak dokusunda lipid peroksidasyonunun hafifleyerek MDA 
seviyelerinin azaldığı görüldü. Önceki çalışmalarda da RUT uygu-
lamasının çeşitli toksik ajanlar tarafından meydana gelen oksidatif 
stresi azalttığı bildirilmiştir.13,16

Oksidatif stres ve enflamatuar yanıt arasında yer alan bağlantıya 
dair kanıtlar giderek artmaktadır.11 NF-kB, hücre göçü, hücre dön-
güsü kontrolü, apoptoz ve enflamasyon da dahil olmak üzere bir 
dizi fizyolojik süreci düzenleyen bir transkripsiyon faktörleri aile-
sidir.17,35,36 NF-kB kaskadının çeşitli inflamatuar durumların pato-
fizyolojisinin temelinde yer aldığı ve oksidatif stresin, sitokinlerin 
ve MAPK14’ün bu kaskadı anormal şekilde aktive ettiği bilinmek-
tedir.13,37 IL-1b’nın da aralarında bulunduğu pro-enflamatuar sito-
kinlerin ekspresyonlarını tetikleyerek enflamatuar süreci başlattı-
ğından dolayı NF-kB’nin aktivasyonunun uygun bir şekilde inhibe 
edilmesi büyük önem arz etmektedir.17 Önceki çalışmalarda çeşitli 
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Şekil2. Dalak dokusu SOD, KAT ve GPx mRNA transkript seviyeleri 
SOD, Süperoksit dismutaz; KAT, Katalaz, GPx; glutatyon peroksidaz

Şekil 3. Dalak dokusu NF-ĸB, IL-1β ve MAPK14 mRNA transkript 
seviyeleri 
NF-ĸB, nüklear faktör kappa B; IL-1β, interlökin 1-beta; MAPK14, Mitojenle aktive 
olan protein kinaz 14

Şekil 4. Dalak dokusu Bax ve Bcl-2 mRNA transkript seviyesileri 
Bax, Bcl-2 ile ilişkili X proteini; Bcl-2, B hücreli lenfoma 2



toksik ajanların MAPK14 ve NF-kB aktivasyonuna neden olarak 
IL-1b seviyelerinde artışa neden olduğu ve böylece enflamatuar 
süreci aktive ederek doku hasarına yol açtığı bildirilmiştir.38,39 Su-
nulan çalışmada da ratlara DLM uygulaması ile dalak dokusunda 
MAPK14 ve NF-kB’nin mRNA transkript seviyelerinde önemli artış-
ların meydana geldiği ve muhtemelen buna bağlı olarak IL-1b’nın 
ekspresyonunu tetikleyerek enflamasyon meydana geldiği belir-
lendi. RUT uygulamasının ise oksidatif stresi hafifleterek NF-kB 
ekspresyonunu baskıladığı ve böylece IL-1b’nın mRNA transkript 
seviyelerini azalttığı görüldü. Önceki çalışmalarda RUT ile benzer 
özelliklere sahip doğal antioksidanların aynı şekilde oksidatif stresi 
azalttığı ve enflamasyonu hafiflettiği böylece hedef dokuları toksik 
ajanların hasarından koruduğu bildirilmiştir.40

Programlanmış hücre ölümü olgusu olan apoptoz, çeşitli kimya-
sallar veya çevresel uyaranlar tarafından tetiklenen hücresel bir 
süreçtir ve hücresel homeostazın kontrolünde önemli bir role sa-
hiptir.11,39 Ayrıca apoptotik süreçte mitokondride üretilen ROS’lar 
önemli bir görev almaktadır.41 Mitokondriyal membran geçirgenli-
ği, özellikle anti-apoptotik Bcl-2 ve pro-apoptotik Bax proteinleri 
dahil olmak üzere Bcl-2 proto-onkogen ailesi tarafından kontrol 
edilir.10,12,42 Bax’ın aktivasyonu ile mitokondriye girmesi, membran 
geçirgenliğinin bozulmasına neden olur. Bu, apoptotik sürecin 
başlamasına büyük ölçüde katkıda bulunan kaspazların sitokrom 
c salınımına ve aktivasyonuna yol açar.10,42 Bcl-2 proteini, Bax’ı 
inaktive ederek membran potansiyelini arttırır ve apoptotik süre-
ci baskılar.42,43 Ayrıca MAPK14 yolunun apoptotik yolda kaspaz-3 
aktivasyonu sağladığı ve apoptoz sürecini hızlandırdığı bildirilmiş-
tir.39,44 Daha önce yapılan bir çalışmada DLM’ye maruz kalmanın 
hücre sağkalımını önemli ölçüde etkilediğini ve splenositlerde 
apoptozu indüklediği gösterilmiştir.45 Sunulan çalışmada da DLM 
uygulamasının dalak dokusunda MAPK14’ün ve Bax’ın mRNA 
transkript seviyelerini arttırdığı bununla birlikte Bcl-2 ekspresyo-
nunu baskıladığı böylece dalak dokusunda apoptoza neden olarak 
toksisiteye önemli katkı sağladığı belirlendi. Öte yandan RUT te-
davisinin Bax ve MAPK14 ekspresyonlarını baskılayarak Bcl-2 eks-
presyonunu ise aktive ederek apoptozu baskıladığı ve böylece da-
lak dokusunu DLM’nin yıkıcı etkisinden koruduğu görüldü. Önceki 
çalışmalarda toksik ajanların tetiklediği apoptotik yolu fitokimya-
salların baskıladığı ve böylece hedef dokuları bu toksik ajanların 
oluşturacağı hasardan koruduğu bildirilmiştir.9,13,30

Sonuç olarak, RUT tedavisinin oksidatif stresi, enflamasyonu ve 
apoptozu hafifleterek dalak dokusunu DLM’nin yıkıcı etkisinden 
koruduğu sonucuna varıldı.
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ABSTRACT

This study determined the levels of Vitamin E, 25-hydroxyvitamin D
3
 (25(OH)D

3
), interleukin-2 (IL-2), 

and interleukin-4 (IL-4) in sheep naturally infected with Sarcoptes scabiei (S. scabiei). It also determined 
the dominant cytokine response and investigated its relationship with 25(OH)D

3
. For this purpose, 20 

sheep between the ages of 1-4 years, naturally infected with S. scabiei, with crusted wounds were com-
pared with 10 healthy sheep in the same age range. Five ml of blood was collected from each animal and 
stored at -20 °C until the serum was analyzed. To detect scabies, scrapings were taken and examined 
under a microscope. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was to determine IL-2 and IL-4 se-
rum levels, high-performance liquid chromatography (HPLC) for Vitamin E analysis, and immunoassay 
for 25(OH)D

3
 determination. Vitamin E and 25(OH)D

3
 levels were significantly lower in infected sheep 

compared to the control group (P < .05) whereas the IL-4 level of the infected animals was significantly 
higher (P < .05) compared to the control group. There was no significant difference between the groups 
for IL-2 level (P > .05). In conclusion, serum vitamin E and 25(OH)D

3
 levels were lower in crusted scabies 

in sheep infected with S. scabiei, T lymphocytes had a critical role, and the immune response was in the 
direction of Th2. 

Keywords: Interleukin, vitamin E, 25-hydroxyvitamin D

ÖZ

Çalışmanın amacı S. scabiei ile doğal enfekte koyunlarda vitamin E, 25-hydroxyvitamin D
3
 (25(OH)D

3
), in-

terleukin-2 (IL-2) ve interleukin-4 (IL-4) seviyelerinin tespit edilmesi ayrıca baskın sitokin yanıtının belir-
lenerek 25(OH)D

3
 ile ilişkisinin araştırılmasıdır. Bu amaçla, 1-4 yaşları arasında S. scabiei ile doğal enfekte, 

kabuklu yaralara sahip 20 ve kontrol grubu olarak aynı yaş aralığında sağlıklı 10 koyun kullanıldı. Her hay-
vandan 5 ml kan alınıp serumları analiz edilinceye kadar -20 °C’de saklandı. Uyuz akarlarının tespiti için 
kazıntı alınarak mikroskopta muayene edildi. Serumda IL-2 ve IL-4 tayini enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELİSA), E vitamini analizleri için high-performance liquid chromatography (HPLC) ve 25 (OH)D

3
 ta-

yini için İmmunoassay kullanıldı. E vitamini ve 25(OH)D
3
 seviyelerinin enfekte koyunlarda kontrol grubuna 

göre istatistiksel olarak azaldığı (P < ,05) görüldü. Enfekte hayvanların IL-4 seviyesi kontrol grubuna göre 
istatistiksel olarak artış (P < ,05) gösterirken, IL-2 seviyesinde gruplar arasında istatistiksel fark tespit edi-
lemedi (P > ,05). Sonuç olarak, S. scabiei ile enfekte koyunlarda meydana gelen kabuklu uyuzlarda serum 
E vitamini ve 25(OH)D

3
 düzeylerinin azaldığı,  T lenfositlerin kritik rolünün olduğu ve immun yanıtın Th2 

yönünde olduğu görülmüştür. 

Anahtar Kelimeler: İnterlökin, E Vitamini, 25-hidroksivitamin D
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INTRODUCTION

Sarcoptic mange is a parasitic skin disease caused 
by the Sarcoptes scabiei (S. scabiei) mite. In sheep, 
lesions characterized by the formation of crusts 
up to 1 cm thick are mainly located in the head 
region.1 The main clinical symptom is rubbing and 
itching as well as dry skin, dandruff, and cracks. Ep-
idemics, which appear every season when sheep 
numbers are high, cause significant financial loss-
es due to low feed efficiency and birth weight, poor 
fleece quality, and deaths in advanced cases.2 

When the mite infects the host, a process begins 
between the mite and the skin, which determines 
the course of infestation and the severity of clini-
cal symptoms. When scabies mites enter the skin, 
they secrete substances that induce inflammato-
ry and immune responses, as well as substances 

that allow the mite to circumvent the host’s pro-
tective mechanisms and suppress certain aspects 
of the host. As the infestation progresses and the 
mites multiply, the host’s immune system is ac-
tivated. Located under the epidermis, the mites 
release antigenic and pharmacologically active 
substances (saliva, molting enzymes and hor-
mones, feces and nitrogen) that are dispersed into 
the fluid between the epidermal and dermal cells. 
These substances induce responses from kera-
tinocytes, fibroblasts, macrophages, mast cells, 
lymphocytes, langerhans cells, dendritic cells, and 
microvascular-type endothelial cells.3

Histopathological examination of skin biopsies 
taken from scabies lesions show inflammatory 
cell infiltrates containing eosinophils, lympho-
cytes, and macrophages around the cavities 
caused by scabies.4 The predominant lympho-
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cytes in the infiltrate are T lymphocytes, which play a central role 
in the activation and regulation of immune responses by recog-
nizing antigens and inducing cytokine production. Keratinocytes 
produce proinflammatory cytokines while immunomodulatory 
cytokines are responsible for systemic effects.5,6 Eosinophils are 
multifunctional leukocytes that play a role in the pathogenesis of 
numerous inflammatory processes, including parasitic infesta-
tions and allergic disorders.7 They secrete a number of cytokines 
(IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12) that can promote T cell proliferation, 
activation, and Th1/Th2 polarization.8,9 

Studies have reported a link between the presence of Vitamin 
D receptors (VDR) in various immune cells, such as mono-
cytes, macrophages, and activated T and B cells, and the im-
mune system.10 Vitamin D inhibits T cell proliferation and the 
production of cytokines, such as interleukin-2 (IL-2), interleu-
kin-12 (IL-12), and Interferon Gamma (IFN-y) in vitro. Stimula-
tion of Th2 cells to produce anti-inflammatory cytokines (TGF- 
beta-1, IL-1, IL-4) produces anti-inflammatory effects both in 
vivo and in vitro.11,12

Free radicals are reactive molecules produced in different met-
abolic processes in the body. Antioxidant vitamins like Vitamin 
E prevent free radical formation.13 In addition, Vitamin E is very 
important for cellular and humoral immunity because it mod-
ulates Th1 and Th2 responses with its effects on polarization 
from CD4+ T cells to Th1 or Th2 cells, protection against intra-
cellular and extracellular pathogens, and the development of 
different types of chronic diseases (inflammatory and allergic 
diseases).14

This study aimed to measure levels of Vitamin E, 25-hydroxyvita-
min D

3
 (25(OH)D

3
), IL-2, and IL-4 in sheep naturally infected with S. 

Scabiei, determine the dominant cytokine response. The results 
can contribute to pathobiological knowledge of the disease and 
treatment and prophylaxis of sheep infected with S. scabiei.

MATERIAL AND METHODS

Animals and Study Design
Twenty sheep between the ages of 1-4 years, naturally infected 
with S. scabiei and with crusted wounds were compared to 10 
healthy sheep in the same age range. None of the animals had 
been treated with corticosteroids or vitamins. Five ml of blood 
was collected from the V. jugularis of the sheep in yellow-capped 
(BD Vacutainer® SST™II Advance) tubes. After the blood samples 
were centrifuged (Nuve, NF 800R, Turkey) at 3000rpm/10min se-
rum samples were stored at -20 °C until analysis. Before start-
ing the study, ethical approval was obtained from Dokuz Eylül 
University Animal Experiments Local Ethics Committee, dated 
14.07.2021, decision number 42/2021.

Skin Scraping Examination
To detect scabies mites, skin scraping samples were taken from 
at least two different areas and a 1 cm2 area adjacent to healthy 
tissue.15 The scraping samples were taken in 10% KOH and kept 
at 37°C for 1 day. After centrifugation (Thermo Fisher Scientific, 
Germany) at 3000 rpm / 3 min, the precipitate was examined 
under a microscope (Olympus, SZX7, Japan) at x4 and x10 mag-
nification.16

Evaluation of Immune and Vitamin Profile
Sheep IL-2 ELISA kit (E0029Sh, Bioassay Technology Laboratory, 
China) and sheep IL-4 ELISA kit (E0079Sh, Bioassay Technology 
Laboratory, China) were used to measure IL-2 and IL-4 serum lev-

els. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) analyses were 
performed in accordance with the kit supplier’s instructions. 
For the detection of 25(OH)D

3
, a serum sample chromatography 

(HPLC) instrument was used (Shimadzu OGU-20A, Japan) while a 
high performance liquid was used for Vitamin E analysis from the 
Immunoassay instrument (Siemens AdviaCentaur XP, Germany).

Statistical Analysis
Statistical analyzes were performed using IBM Statistical Package 
for the Social Sciences (IBM SPSS Armonk, NY, USA) version 22. 
Both visual (histograms, probability plots) and analytical methods 
(Kolmogorov-Smirnov) were used to determine whether the vari-
ables were normally distributed. Student’s t-test was used for the 
normally distributed vitamin and cytokine parameters. A p value 
less than .05 was considered a statistically significant result.17

RESULTS

Under microscopic examination of the scraping samples, the ac-
tive ingredient Sarcoptes scabiei var. ovis was detected (Figure 1). 
Hypersensitivity, alopecia, pruritis, crust formation, and deep skin 
cracks were observed macroscopically, especially in the face and 
ears of the all infected sheep. Vitamin E levels were significantly 
lower (P < .05) in the infected sheep (0.51 ± 0.15 mg/L) compared to 
the control group (1.45 ± 0.30 mg/L) (Figure 2). Similarly, 25(OH)D

3
 

levels were significantly lower (P < .05) in the infected sheep (26.16 
± 1.04 ng/mL) compared to the control group (66.29 ± 4.45 ng/mL) 
(Figure 3). Conversely, IL-4 interleukin levels were significantly high-
er (P < .05) in the infected animals (35.26 ± 5.08 ng/L) compared 
to the control group (22.76 ± 2.86 ng/L). For IL-2, however, there 
was no significant difference (P > .05) in levels in the infected sheep 
(14.41 ± 2.28 ng/L) and control group (12.50 ± 2.31 ng/L) (Figure 4).
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Figure 1. Microscope image of S. scabiei (magnification 4× and 10×)

Figure 2. Serum vitamin E level in sheep infected with S. scabiei. Bars 
represent mean ± SE, *** < .05.



DISCUSSION

Parasitic skin disease caused by the S. scabiei mite causes severe 
epidemics that result in economic losses due to low milk produc-
tion and wool quality, growth retardation in newborn lambs, and 
death in advanced cases.2 In addition, animal welfare is reduced by 
severe itching and rubbing symptoms.

Cytokine secretion from T lymphocytes plays an important role in 
the immune response to parasitic skin infestations. Evaluation of 
cytokine profiles in sheep naturally infected with S. scabiei is im-
portant for understanding the pathobiology of scabies. Therefore, 
this study investigated cytokine profiles and Vitamin E and 25(OH)
D

3
 levels, which are closely related to immune system function, in 

sarcoptic sheep.

In line with previous studies, Vitamin E levels were significantly 
lower in sheep with S. scrabiei compared to the control group. 
Bickhardt et al.18 examined Vitamin E levels in 125 sheep and 32 
goats between 1991 and 1998 with general motor disorders or 
high plasma creatine kinase. They reported deficient Vitamin E 
levels below 1.0 mg/l. Based on this data, sheep with S. scrabiei 
may suffer severe Vitamin E deficiency. Similarly, Dimri et al.13 re-
ported severe Vitamin E deficiency and high mortality in a herd 

of cows infested with sarcoptic mange. Regarding immunity, di-
etary Vitamin E supplements increase cell-mediated and humoral 
immune responses in various animal species, and increased lym-
phocyte proliferation, immunoglobulin levels, antibody respons-
es, natural killer (NK) cell activity, and IL-2 production.19 Li-Weber 
et al.20 treated allergic donors with Vitamin E and reported a de-
crease in IL-4 production. Malmberg et al.21 reported that the fre-
quency of CD4+ T cells producing IL-2 and the production of IFN-y 
increased in colorectal cancer patients after two weeks of 750 mg 
Vitamin E supplementation. Han et al.22 reported increased Th1 
response and decreased viral titer in old mice lungs following 500 
ppm Vitamin E supplementation eight weeks before infection 
with influenza virus.

In our study, 25(OH)D
3
 levels were significantly lower in sheep 

naturally infected with S. scrabiei compared to the control group. 
Similarly, Ural et al.23 reported significantly lower 25(OH)D

3
 levels 

compared to the control group of 28 sheep infected with S. sca-
biei Başbuğ et al.24 found 25(OH)D

3
 levels were lower in 14 sheep 

with caseous lymphadenitis compared to the control group.

The functional integration of the immune system is mainly ac-
complished by cell-to-cell communication based on small mol-
ecule cytokines.25 Th1 lymphocytes are characterized by the pro-
duction of IFN-γ and IL-2 cytokines while Th2 lymphocytes are 
characterized by the production of IL-4 and IL-5 related to the 
humoral immune response.26 Th1 and Th2 cells are seen in almost 
all known immune response patterns. Th1 cells are hypothesized 
to lead the attack against intracellular pathogens, such as viruses, 
increase the classical delayed-type hypersensitivity skin response 
to viral and bacterial antigens, and fight cancer cells. Th2 cells are 
believed to provide protection against extracellular pathogens, 
such as multicellular parasites.25

Scabies infestation impairs the Th1/Th2 immune response.27 In 
our study, IL-4 levels were significantly lower in sheep with crust-
ed wounds infected with S. scabiei compared to the control group. 
The dominant cytokine response in this disease is in the direction 
of Th2 while various studies have reported overproduction of Th2 
specific cytokines and increased allergic immune response to sar-
coptes.5,26,28-30 Sarre et al.31 performed transcriptional analysis of 
skin biopsies from cattle with psoroptic crustacean scabies, and 
found similarly increased expression of IL-4, IL-5, and IL-13. Singh 
et al.26 reported that IL-4 and IL-5 production increases in dogs 
naturally infected with S. scabiei var. Canis, which plays a role in 
the immunopathogenesis of dogs. Bayraktar et al.32 found a 65.7% 
increase in IL-4 and a 46.8% increase in IL-2 levels in people infect-
ed with cystic echinococcosis. 

In contrast to our findings, Al-Musawi et al.9 investigated the im-
mune response in 60 cases of scabies, of which 30 were early and 
30 late. They reported that the host immune response was similar 
to the Th2 allergic response in patients with early scabies, while it 
was in the form of a Th1 cell-mediated immune response in late 
scabies patients. The increase in IL-4 levels in sheep infected with 
S. scabiei helps recruit B cells, mast cells, and eosinophils that can 
produce IgE antibodies, which play an important role in inducing 
allergic symptomatology.33 In particular, eosinophils are produced 
in large amounts in inflammatory areas under allergic conditions 
and helminth infestations.34 Eosinophils also express Th2-specific 
cytokines.35 Van den Broek et al.36 determined that the dominant 
immune inflammatory infiltrate in sheep infected with Psoroptes 
ovis was eosinophil. This explains the Th2-directed immune re-
sponse in sheep infected with S. scabiei.
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Figure 3. Serum 25 (OH)D3 level in sheep infected with S. scrabiei. 
Bars represent mean ± SE, *** < .05.

Figure 4. Serum interleukin levels in sheep infected with S. scabiei. 
Bars represent mean ± SE, *** < .05.



The active form of Vitamin D, 1,25-dihydroxyvitamin D
3
 

(1,25(OH)
2
D

3
), is an endocrine regulator of calcium homeostasis. 

Recent studies have shown that local production of 1,25(OH)
2
D

3
 

by immune cells has autocrine and paracrine immunomodulatory 
effects. T cells cause an increase in IL-4 and IL-5 but a decrease 
in IL-2 and IFNy, which reduces the Th1/Th2 response.37 Based on 
the ability of 1,25(OH)

2
D

3
 to suppress the development of vari-

ous autoimmune diseases and prolong allograft survival, it was 
named 1,25(OH)

2
D

3
 immunosuppressive hormone.38  Smolders et 

al.39 investigated the effect of high Vitamin D levels in multiple 
sclerosis (MS) patients and found that the dominant response in 
Th1/Th2 balance was Th2 while Vitamin D could provide import-
ant support for MS patients. However, Vitamin D has no effect on 
the susceptibility of mice to Herpes simplex virus or Candida albi-
cans infections.40 Meckel et al.41 reported a relationship between 
inflammation and low serum 25(OH)D

3
. 

Little is known about the role of Vitamin D in regulating immune 
responses to infectious diseases. Other than the ability of this 
nutrient or hormone to suppress autoimmune diseases and pro-
long transplantation, most of what is known is open to further 
research.38 Jiao et al.42 found a decrease in IFN-γ and Th1/Th2 lev-
els and an increase in IL-4 levels in rats with Vitamin D deficiency 
whereas the opposite was true for rats that received Vitamin D 
supplementation during pregnancy.41

In conclusion, regarding sheep with crusted scabies infected with 
S. Scabiei, this study showed that serum Vitamin E and 25(OH)D

3
 

levels decreased, T lymphocytes played a critical role, and a Th2 
immune response occurred. 
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ABSTRACT

Bee viruses are one of the most important agents that negatively affect colony health. It is known that viruses are 
generally associated with colony losses. LSV, one of the viruses that affect colony health, is an RNA virus that was 
first detected in honey bees in 2009 in the United States of America  and has not yet been classified. Although its 
pathogenicity is not fully known yet, it is known to affect colony health. Varroa mites affect the health of the col-
ony negatively by transmitting viruses to honey bees both biologically and mechanically. This study, it was aimed 
to molecularly detect the LSV genome by RT-PCR in Varroa mites, which play a vector role in the transmission of 
bee viruses to honey bees. LSV genome was positive in 12 of the Varroa mites collected from 26 different apiaries 
in İzmir (n = 6) and Muğla (n = 20). 50% of Varroa samples collected from Muğla province and 33.3% of samples 
collected from İzmir province were LSV positive. In conclusion, in this study, the LSV viral genome was detected 
for the first time in the country, and it tried to expand the knowledge about the diversity of viral diseases of honey 
bees in Turkey and Varroa mites, which play a biological or mechanical role in the transmission of viral diseases. 
Further studies are needed to determine the association of LSV with Varroa mites and the actual impact on 
honey bee populations in the country.

Keywords: Honey bee, Lake Sinai Virus, Turkey, Varroa mite

ÖZ

Arı virusları koloni sağlığını olumsuz yönde etkileyen en önemli faktörlerdendir. Virusların genellikle koloni ka-
yıplarıyla bağlantılı olduğu bilinmektedir. Koloni sağlığını etkileyen viruslardan olan LSV, bal arılarında ilk kez 
2009 yılında Amerika Birleşik Devletleri (ABD)’ nde keşfedilmiş henüz sınıflandıralamamış bir RNA virusudur. 
Patojenitesi henüz tam olarak bilinmemesine rağmen koloni sağlığını etkilediği bilinmektedir. Varroa akarları 
ise virusları bal arılarına hem biyolojik hem de mekanik olarak bulaştırarak koloni sağlığını olumsuz etkilemek-
tedir. Bu çalışmada, arı viruslarının bal arılarına bulaşmasında vektör rolü oynayan Varroa akarlarında LSV geno-
munun RT-PCR ile moleküler olarak tespiti amaçlanmıştır. İzmir (n = 6) ve Muğla (n = 20) illerinde yer alan birbi-
rinden farklı 26 arılıktan toplanan Varroa akarlarının 12’sinde LSV genomu pozitif olarak tespit edilmiştir. Muğla 
ilinden toplanan Varroa örneklerinin %50’si, İzmir ilinden toplanan örneklerin ise %33,3’ü LSV pozitiftir. Sonuç 
olarak, bu çalışmada LSV genomu ülkede ilk defa tespit edilmiş, Türkiye'de bulunan bal arılarının viral hastalık-
larının bulaşmasında biyolojik veya mekanik vektörlük yapan Varroa akarları hakkındaki bilgileri genişletmeye 
çalışmıştır. LSV’nin Varroa akarları ile ilişkisini ve ülkedeki bal arılarının populasyonları üzerindeki gerçek etkisini 
belirlemek için daha ileri çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır.
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GİRİŞ

Lake Sinai Virus (LSV), Sinai virus genusu içe-
risinde sınıflandırılmış, henüz belli bir aileye ait 
olmayan kronik arı felci virusu (CBPV) ve sıklıkla 
balıklarda hastalıklara sebep olan Nodaviridae 
familyasında yer alan viruslar ile yakın ilişkilen-
dirilmiş 5.6 kb uzunluğunda, pozitif polariteli bir 
RNA virusudur.1,2 LSV ilk kez 2009 yılında ABD’ nin 
Güney Dokata ayaletinde yer alan Sinai gölü et-
rafında ticari arıcıların koloni kayıplarının artma-
sı sonucu, LSV-1 ve LSV-2 olarak iki ayrı varyant 
olarak tespit edilmiştir.1 Daha sonraki çalışmalar-
da, LSV 3-8 gibi farklı varyantların varlığı da bil-
dirilmiştir.3-6 Patojenitesi ve semptomları henüz 
bilinmemesine rağmen, yüksek kayıpların görül-
düğü kolonilerde az kayıpların görüldüğü kolo-
nilere göre LSV viral yükünün daha fazla olduğu 
bilinmektedir.7 

Lake Sinai Virus genomu, ORF1, RdRP ve kap-
sid dahil olmak üzere üç geni kodlamaktadır.8 
Bunlardan, RNA’ya bağımlı RNA polimerazı 
kodlayan RdRP geni, farklı LSV suşlarında ko-
runmuş bölge olarak bilinmektedir.4 Korunmuş 
bölge olmasından dolayı, farklı LSV varyantları 
için filogenetik dizi analizleri ve gruplandırma-
lar RdRP gen bölgesi hedef alınarak yapılmak-
tadır.6,9 

Virusların, özellikle deforme kanat virusunun 
(DWV), bal arılarına bulaşmalarında en önem-
li aktörlerden birisi Varroa akarlarıdır.10 Bu akar, 
gelişen pupa ve yetişkin arıların hemolenfi ile 
beslenir ve virus partiküllerini doğrudan arı he-
molenfine enjekte ederek vektör görevi görür.11 
Varroa akarı ayrıca, konakçıda immünosupres-
yona neden olarak viral enfeksiyonları aktive eder 
ve dolaylı olarak arılarda virus replikasyonunu 
uyarır.12 LSV’ nin Varroa akarlarında varlığı tespit 
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edilmesine rağmen Varroa ve bazı arı türlerinde replike olmadığı 
belirlenmiştir.4,13 

Türkiye’ de arı sağlığını etkileyen viruslar daha önceki farklı ça-
lışmalarda incelenmiş, koloni sağlığını olumsuz yönde etkilediği 
bildirilmiştir.  Bugüne kadar ülkemizde yapılan çalışmalarda DWV, 
CBPV, SBV (sacbrood virus), BQCV (black quenn cell virus) ve ABPV 
(acute bee paralysis virus) virusları kolonilerde sık olarak tespit 
edilen viruslardır.14-20 LSV ile ilgili olarak ülkemizde yapılan mevcut 
tek bir çalışma bulunmaktadır.15 Bu yüzden ülkemiz adına LSV’ nin 
kolonilerdeki varlığı hakkında bilgilerimiz oldukça sınırlıdır. 

Bu çalışma, Türkiye’de bal arısı popülasyonunun önemli bir bölü-
müne sahip Muğla ve İzmir illerinde yer alan arılıklarda/kolonilerde 
tespit edilen Varroa akarlarında LSV varlığının RT-PCR ile tespitini 
amaçlamıştır. 

MATERYAL ve METOT 

Çalışma için, 15.02.2014 ve 28914 sayılı Resmi Gazetede yayımla-
nan ‘Hayvan Kurullarının Çalışma Usul ve Esaslarına Dair Yönet-
melik’in 4.1 madde (d) bendinde yer alan hükümlere göre Hayvan 
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Onayına gerek duyulmadığı bildirilmiş-
tir. Bu onay, İzmir/Bornova Veteriner Kontrol Enstitüsü Müdürlüğü 
Deney Hayvanları Etik Kurulu’nun 16.12.2021 tarihli ve 770 sayılı 
kararınca alınmıştır.

Türkiye’nin batısında yer alan İzmir (n = 6) ve Muğla (n = 20) ille-
rinden (Şekil 1), birbirlerinden farklı toplam 26 arılıktan Varroa 
akarları toplanmıştır. Örneklemeler 2020 yılının Nisan ve Haziran 
ayları arasında gerçekleşmiştir. Her arılıktan 20-100 arası Varroa 
toplanmış, üzerlerine 2 ml PBS buffer (Phosphate Buffered Saline) 
ilave edilerek, homojenizatör (AllSheng Bioprep-24R, Çin) yardımı 
ile ezilmiştir. Daha sonra homojenatlar 3500 rpm’de 4oC’de 30 
dakika santrifüj edilmiş, süpernantantlar ayrılarak ekstraksiyona 
kadar -80oC’de muhafaza edilmiştir.

RNA ekstraksiyonu için 200 µl süpernatant alındı. Ektraksiyon iş-
lemi, üretici firmanın talimatlarına göre High Pure Viral RNA Kit 
(Roche, Germany) kullanılarak gerçekleştirildi. Ekstrakte edilen 
RNA, test edilene kadar -20°C’de saklandı.  

Tüm LSV varyantı için korunmuş ORF1 RdRp gen bölgesini hedef-
leyen, RNA’nın 603-bp’lik bir parçasını oluşturan primerler (LSV 

1765-F: 5′-TCA AYC TKG AGC GAT TTC GTG CTG-3′, LSV 2368-R: 
GAG GTG GCG CSA GAT AAA GT-3′) kullanılmıştır.4 Amplifikasyon 
için Xpert One-Step RT-PCR Kiti (Grisp Research Solutions, Porto, 
Portugal) kullanıldı. Toplam reaksiyon hacmi 25 µl ve primerin ni-
hai konsantrasyonu 0,4 mM idi.

PCR için Thermal cycler koşulları sıralanan adımlar ve süreler ile 
oluşturulmuştur. İlk olarak, komplementer DNA sentezi için re-
vers transkripsiyon işlemi gerçekleştirilmiştir. Ardından 95oC’de 
3 dakika boyunca ilk denatürasyon yapıldı. Bu adımı 35 döngü 
olacak şekilde; 95oC’de 10 saniye denatürasyon, 60oC’de 10 sani-
ye bağlanma ve 72oC’de 15 saniye uzama döngüleri izlemiştir. En 
son 72oC’de 1 dakika süreyle uzama olmuştur. Elde ettiğimiz PCR 
ürünleri, %1,5 agaroz jel elektroforezinde (etidyum bromür içeren) 
yürütüldü ve UV ışık kaynağı altında görüntülendi. 

BULGULAR

LSV için toplam 26 adet farklı arılıktan toplanan Varroa akarları 
RT-PCR ile test edilmiştir. Yapılan testlerin sonucunda 12 arılıktan 
toplanan Varroa örnekleri LSV pozitif olarak tespit edilmiştir. İz-
mir’den toplanan örneklerden altı arılıktan ikisi pozitifken, Muğla 
örneklerinin ise 10’nu pozitif olarak tespit edilmiştir. Buna göre 
Muğla ilinden toplanan Varroa örneklerinin %50’si, İzmir ilinden 
toplanan örneklerin ise %33,3’ü LSV pozitiftir.

TARTIŞMA 

Tarihsel ve evrimsel süreçte görülmüştür ki, memeli ya da eklem 
bacaklı birçok türü enfekte edebilecek viral ajanlar bulunmakta-
dır.  Bunlar hayvanları, insanları ve hatta parazitleri dahi enfekte 
edebilmektedir.21,22 Bu viral ajanlar emerging yada re-emerging bir 
statü kazanıp sağlığı her zaman tehdit edebilmektedir. Ülkemizde 
ve dünyada bu ve benzer birçok hayvan ve çeşitli paraziter canlıyı 
enfekte eden virusların araştırıldığı çalışmalar bulunmaktadır.23,24 
Lake sinai virus özelinde birçok arı viral hastalığı da ülkemizde tes-
pit edilmiştir.17 LSV’nin arı kolonilerinde varlığına dair ilk bulgular, 
2009 yılında iki farklı varyantının (LSV 1 and LSV 2) ABD’ de tespit 
edilmesiyle ortaya çıkmıştır.1 Türkiye’ de LSV’ nin ergin arılarda me-
tagenomik çalışmalar sonucunda varlığı bildirilmiş15 fakat Varroa 
akarlarında varlığına dair herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır. 
Yapılan bu çalışma, dünyanın en fazla arı popülasyonuna sahip ül-
kelerinden biri konumunda olan Türkiye’ de Varroa akarlarında LSV 
tespitinin yapıldığı ilk çalışmadır.

LSV bal arısı sağlığı için büyük bir tehdit olarak bilinmesine rağ-
men patojenitesi tam olarak anlaşılamamıştır. Bununla birlikte, 
bazı çalışmalarda elde edilen bulgular, LSV enfeksiyonu ile koloni 
çöküş bozukluğu (Colony Collapse Disorder-CCD) oluşumu ara-
sında doğrudan bir korrelasyon olduğunu göstermektedir.7 Daha 
önceki çalışmalarda, LSV’ nin bal arılarına bulaşmasında vertikal 
ve gıda kaynaklı bulaşmanın önemini belirtilmiştir. Varroa akarları-
nın ise etkenin bulaşmasında biyolojik vektörlük yapmadığı tespit 
edilmiş fakat bulaşmadaki rolü net olarak ortaya koyulamamıştır. 
Ancak bu çalışmada olduğu gibi bazı araştırmalarda da virusun 
akarlarda varlığının gösterilmesi, LSV’nin en azından Varroa akar-
ları tarafından konaklar arasında mekanik olarak aktarılabileceğini 
düşündürmektedir.4 Daha önce ülkenin beş bölgesini içeren ve 
önemli arı popülasyonunu barındıran ve Ege Bölgesi’ni de kapsa-
yan bir çalışmada Varroa enfestasyonunun %41 olduğu düşünül-
düğünde25 mekanik vektörlük altı çizilmesi gereken bir konu ola-
rak ortaya çıkmaktadır. 

LSV Türkiye kolonilerinde Tozkar ve ark.15 belirttiği gibi oldukça yay-
gındır. Daha önceki çalışmalar, LSV’nin yüksek prevelansı ve global 
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Şekil 1. Ülkenin en önemli bal arısı populasyonuna sahip İzmir ve Muğla 
illerinin coğrafik konumu



dağılımını göstermiştir.1,5,9,26,27  Çalışmamızda 26 farklı arılıktan 
topladığımız Varroa akarlarının %46.1’ inde LSV RNA’sı tespit edil-
miştir. Ravoet ve ark.4 polen ve Varroa akarlarında LSV’nin varlığı-
nı göstermiş, ancak virusun Varroa akarlarında replike olmadığını 
belirtmişlerdir. Bazı arılıkların yetişkin arılarında LSV enfeksiyonu-
nun tanımlanması ve aynı arılıkların Varroa akarlarında varlığının 
olmaması, virusun bal arısı popülasyonlarında artropod-vektörler 
dışındaki bulaşma yollarının daha önemli olabileceğini düşündür-
müştür. 

Sonuç olarak, bu çalışma LSV genomu ülkede ilk defa tespit edil-
miştir. Ayrıca, Türkiye’de bulunan bal arılarının viral hastalıklarının 
çeşitliliği ve viral hastalıkların bulaşmasında biyolojik veya meka-
nik olarak rol üstlenen Varroa akarları hakkındaki bilgileri geniş-
letmeye çalışmıştır. Tespit edilen bu yeni viral etkenlerle ilgili yeni 
soruları gündeme getirmiştir. Yılda en az iki mevsimi kapsayan ve 
farklı ekotiplerle farklı bal arısı popülasyonlarını karşılaştıran, daha 
fazla sayıda numuneyi ve daha fazla bölgeyi kapsayan gelecekte 
yapılacak daha ayrıntılı çalışmalar, viral dinamikleri ve epidemiyo-
lojiyi açıklayabilmek için gereklidir. LSV’nin Varroa akarları ile ilişki-
sini ve ülkedeki bal arılarının popülasyonları üzerindeki gerçek et-
kisini belirlemek için daha ileri çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 
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ABSTRACT

A specific criterion for the use of mechanically deboned poultry meat in sausages and other meat products is 
the presence of bone inclusions. Known methods for determining bone inclusions in mechanically deboned 
meat do not provide the required accuracy for meat products as they contain spices, starch, dietary fiber, and 
other ingredients. These methods are too complicated and expensive. The purpose of this study is to devel-
op a simple and accurate method for the gravimetric determination of bone inclusions in meat products. To 
reach the purpose the known methods of quantitative analysis of bone inclusions in meat products and the 
repeatability and reproducibility of the said methods were improved. The results of the research consist in 
the developed gravimetric method for determining bone inclusions in meat products and its metrological 
acceptance duly proven. Samples of meat products are treated with 2% alkali solution (KOH) for complete dis-
solution of proteins and fat. The samples are then treated with a concentrated solution of zinc chloride (ZnCl

2
). 

This reagent suspends food moisture retaining additives, such as starch and fibers. As a result, their density is 
higher than that of spices, but lower than that of bone inclusions. When the resulting suspension is allowed to 
stand, the spices float to the surface, and the bone inclusions precipitate. The precipitate is washed, dried, and 
the mass of bone inclusions is determined. Experiments showed that the relative total error in measurements 
of bone inclusions increases with a decrease in their content in meat products and does not exceed 45% for the 
official norms of Ukraine ranging from 0.1% to 0.2% of bone inclusions. The conclusion can be drawn that the 
method for determining the mass fraction of bone inclusions in multicomponent meat products, developed 
and approved at the official level for analytical practice, expands the possibility of determining the degree of 
falsification of these products at the level of qualitative and quantitative expertise in accordance with the 
normative documents in force.

Keywords: Bone inclusions, chemical reagent, gravimetric analysis, mechanically deboned poultry meat

ÖZ

Sosislerde ve diğer et ürünlerinde mekanik olarak kemiği çıkarılmış kanatlı etinin kullanımı için özel bir kriter, 
kemik kalıntılarının varlığıdır. Mekanik olarak kemiği çıkarılmış ette kemik kalıntılarını belirlemek için bilinen 
yöntemler, baharat, nişasta, diyet lifi ve diğer bileşenleri içerdiklerinden et ürünleri için gerekli doğruluğu sağ-
lama ve bu yöntemler çok karmaşık ve pahalıdır. Bu çalışmanın amacı, et ürünlerindeki kemik kapanımlarının 
gravimetrik tayini için basit ve doğru bir yöntem geliştirmektir. Amaca ulaşmak için et ürünlerindeki kemik 
kapanımlarının bilinen kantitatif analiz yöntemleri ve söz konusu yöntemlerin tekrarlanabilirliği ve yeniden 
üretilebilirliği geliştirildi. Araştırmanın sonuçları, et ürünlerinde kemik kapanımlarını belirlemek için geliştiril-
miş gravimetrik yöntem ve bunun metrolojik kabulü usulüne uygun olarak kanıtlanmıştır. Et ürünleri örnekleri, 
proteinlerin ve yağın tamamen çözünmesi için %2 alkali solüsyon (KOH) ile işlenir. Numuneler daha sonra kon-
santre bir çinko klorür (ZnCl

2
) çözeltisi ile işlendi. Bu reaktif, nişasta ve lifler gibi gıda nemi tutucu katkı madde-

lerini askıya alınır. Sonuç olarak, yoğunlukları baharatlardan daha yüksek, ancak kemik kapanımlarından daha 
düşüktür. Ortaya çıkan süspansiyonun beklemesine izin verildiğinde, baharatlar yüzeye çıkar ve kemik kalıntıları 
çökelir. Çökelti yıkanır, kurutulur ve kemik kapanımlarının kütlesi belirlendi. Deneyler, kemik kapanımlarının 
ölçümlerindeki nispi toplam hatanın et ürünlerindeki içeriklerinde bir azalma ile arttığını ve Ukrayna'nın resmi 
normları için kemik kapanımlarının %0,1 ila %0,2'si için %45'i geçmediğini gösterdi. Analitik uygulama için resmi 
düzeyde geliştirilen ve onaylanan çok bileşenli et ürünlerinde kemik kapanımlarının kütle fraksiyonunu belir-
leme yönteminin, bu ürünlerin tahrif derecesini niteliksel düzeyde belirleme olasılığını genişlettiği sonucuna 
varılabilir. 

Anahtar Kelimeler: Kemik kalıntıları, kimyasal reaktif, gravimetrik analiz, mekanik olarak kemiği çıkarılmış ka-
natlı eti
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INTRODUCTION

Globally, multiple methods for analyzing bone 
inclusions in meat mechanically separated from 
bones (chemical, biochemical, and others) are 
used1-6, which do not cover the field of application 

with such a complex multicomponent system as 
meat products. Literature data on a number of 
the claimed methods (classical and innovative)7-12 
used for this purpose are limited and inaccessible 
for a number of laboratories; therefore, the said 
publications were not taken for discussion here-
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after. However, on the basis of our own research results regarding 
the direct application of the classical method for determining the 
mass fraction of bone inclusions in mechanically deboned meat1 
found that this method does not provide the required measure-
ment accuracy.13 The quantitative analysis of these inclusions in 
multicomponent meat products (sausages, canned foods, con-
venience foods), which are often falsified by the unauthorized re-
placement of expensive raw meats of hand deboning with cheap 
mechanically deboned meat was not accurate. Yet, considering 
the availability and simplicity of its implementation, as well as 
the importance of and urgency in identifying falsification of meat 
products, it was decided to conduct a set of theoretical and ex-
perimental studies aimed at improving the gravimetric sedimen-
tation method with the aim of using it to analyze bone inclusions 
in multicomponent meat products. Therefore, we believe our 
study can have important regulatory and legal significance for 
protecting the interests of consumers of meat products in addi-
tion to scientific and practical applications.

MATERIAL AND METHODS

Considering the multifactorial nature of the research, in the 
context of the general experimental plan, a certain sequence of 
implementation of its main stages was envisaged: conducting 
research to clarify the significant physical and chemical charac-
teristics of the food ingredients and chemical reagents involved 
in the research → production of control and prototypes of meat 
products according to an individual recipe → separation of fine 
mincing samples → treatment of each sample with an alkaline 
solution → sedimentation and decantation of the resulting solu-
tions → treatment of sediments with a chemical reagent that 
dissolves starch and fibers, having a specific gravity less than the 
specific gravity of the bone residue and greater than that of spices 
→ settling solutions → decantation of the resulting suspensions 
→ drying the precipitate to constant weight and calculation of the 
content of bone inclusions in each sample.

Methods
Isolation of bone inclusions from mechanically deboned poultry 
meat and determination of their mass was carried out according to.1

To improve the test integrity, the main chemical reagents for re-
search were prepared manually as below:

• To prepare a solution of potassium hydroxide with a mass 
fraction of 2%, a weighed portion of potassium hydroxide 
weighing (20.0 ± 0.5) g was dissolved in 980 cm3 of distilled 
water, cooled, and stored in a closed glass or polyethylene 
container. Shelf-life of potassium hydroxide solution at room 
temperature is no more than 60 days.

• The preparation of a concentrated solution of zinc chloride 
(ZnCl

2
)
 
was carried out as follows: a sample of ZnCl

2
 of 280.0 

g to 300.0 g (depending on its water content) was dissolved 
in 100.0 cm3 of distilled water, with continuous cooling of the 
dishes under cold running water. The solution was allowed to 
stand for a day (a saturated solution is characterized by the 
presence of a precipitate of undissolved ZnCl

2
) and decant-

ed. The decant was diluted with distilled water sequentially 
as follows: first, a saturated solution of ZnCl

2
 was poured into 

a measuring cylinder, then a hydrometer of the appropriate 
measurement range was placed there; and with continuous 
stirring and gradually adding distilled water, the solution 
was brought to a concentration γр from 1.65 g/cm3 to 1.8 g/
cm3. The resulting solution was filtered through funnels for 

filtering – glass porous filters POR160 or POR250, or through 
gauze folded four times. The finished filtered concentrated 
solution was stored at room temperature in a closed glass 
container for no more than 90 days.

The determination of the mass fraction of bone inclusions in meat 
products was carried out in the following sequence: a portion of 
each of the samples of meat products weighing 50 g was placed 
in a beaker of volume 250 cm3, then 100 cm3 of a 2% KOH solu-
tion was added, thoroughly mixed, and heated in a water bath 
to a temperature of about 100 °C repeating the procedure mul-
tiple times, until the muscle, connective, and fat fractions were 
completely dissolved. The decant was removed, and the resulting 
amorphous gelatinous precipitate, washed with distilled water, 
was treated with a concentrated solution of ZnCl

2, 
stirring con-

tinuously, to dissolve starch and/or fiber and to separate the dis-
persed phase: spices (the light fraction floated to the surface of 
the ZnCl

2
 solution, whereas heavier bone inclusions precipitated). 

After washing with distilled water (until the ZnCl
2
 solution was 

completely removed), the bone residue was filtered through a pa-
per filter, dried to constant weight, weighed, and the mass frac-
tion of bone inclusions calculated.

Measurements of the weights of the samples were carried out us-
ing a balance AXIS AD 50 with a measurement error of 0.001 g.

The concentration of solutions was determined using a gener-
al-purpose hydrometer AON-1, length 170.0 mm, diameter 20.0 
mm, error ± 1.0 kg/m3, measurement range from 1.60 g/cm3 to 
1.66 g/cm3; from 1.66 g/cm3 to 1.72 g/cm3; from 1.72 g/cm3 to 1.78 
g/cm3; and from 1.78 g/cm3 to 1.84 g/cm3.

Calculations of the metrological characteristics of the method 
for analyzing bone inclusions in multicomponent meat products 
were carried out according to DSTU-N RMG 61:200614 using a 
specially created software. The evaluation factors for the correct-
ness of the analysis method were:

Qualitative characteristics of the analysis method - accuracy, correct-
ness, and precision (repeatability and reproducibility) of the analysis

Quantitative characteristics of the analysis method - indicators of 
accuracy, correctness, and precision (repeatability and reproduc-
ibility) of the analysis.

The experiments were carried out under the following conditions: 
room air temperature 20°С ± 5°С, atmospheric pressure 84.0–
106.7 kPa, relative air humidity 30.0%–80.0%; AC frequency 50 Hz 
± 1 Hz; voltage in the electrical network 220 V ± 10 V.

The procedure for reproducibility determination of indicators of 
accuracy, correctness, and precision of measurements was car-
ried out in 5 laboratories of Ukraine, duly accredited for technical 
competence and independence.

Materials
Based on the analysis of the data set forth in15,16, in the industry 
standard of Ukraine17, in the US Code of Federal Regulations18, as 
well as on the results of research19; a limitation of the range of 
measurements of the mass fraction of bone inclusions in meat 
products was substantiated when carrying out experiments in the 
range of 0.02%–1.5%. The correctness of the decision is confirmed 
by the fact that the above range covers the limitation of the con-
tent of bone inclusions in sausages, depending on their grade, in 
the range of 0.1%–0.2%, provided for by the National Standards of 
Ukraine.20,21 To improve the measurement accuracy and estimate 
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the boundaries of possible errors in this case, the total measure-
ment range was divided into a number of smaller ranges.

According to an individual formulation, 92 samples of meat prod-
ucts were taken from the same batch of hand deboned finely 
chopped meat. The said samples differed in their formulations 
(Figure 1). The order of performing technological operations is set 
out in Figure 1.

The program for calculating measurement errors provided for 2 
parallel options:

• processing of the results of measurements of bone inclusions 
in samples of meat products containing only bone inclusions 
(Series 1 – control);

• processing of the results of measurements of bone inclu-
sions in samples of meat products containing spices (Series 
2), spices and starch (Series 3), and spices and fibers (Series 4) 
along with bone inclusions.

Statistical Analysis
The study was replicated three times and statistical analysis was 
performed using Microsoft Excel 2010 and Statistica-6.0 soft-
ware. Means and standard deviations were calculated. In parallel, 
a Student test was performed to identify differences between the 
average values of the test parameters. The differences between 
the values of the said parameters were found to be reliable if the 
probability value was greater or equal to 95% (P ≤ .5). Metrolog-
ical characteristics of the method for analyzing bone inclusions 
in multicomponent meat products were carried out according to 
DSTU-N RMG 61:200614 using specially designed software. The 
evaluation factors for the accuracy of the analysis method were 

characteristics of the analysis method - trueness and precision 
(repeatability and reproducibility).

RESULTS 

According to the experimental plan, significant physical and 
chemical characteristics of the ingredients used in research as 
bone inclusions and spices were analytically and experimentally 
determined, as well as the effectiveness of the chemical reagents 
used was established:

• The range of changes in the specific gravity (γ
b
) of bone in-

clusions isolated from the meat of mechanical deboning of 
carcasses and/or parts of carcasses of broilers 1.75 g/cm3 ≤ γ

b
 

≤ 2.0 g/cm3

• The range of variation in the specific gravity (γ
sp

) of spices 
used in the technology of meat products 0.5 g/cm3 ≤ γ

sp
 ≤ 

0.62 g/cm3

• One of the safest and most effective chemical reagents dis-
solving starch and fiber is a concentrated solution of ZnCl

2
, the 

concentration of which determined its specific gravity in the 
range of 1.62 g/cm3 ≤ (γ

r
) ≤ 1.7 g/cm3, which is more than the 

specific gravity of spices, but less than that of the bone residue
• For a more complete dissolution of protein and fat in samples 

of meat products, it is advisable to use a solution KOH with a 
concentration of 2%.

It was also determined that approximately 70 cm3 of a concen-
trated solution of ZnCl

2
 is consumed per 1 parallel portion of the 

analyzed sample.

The results of comparative measurements obtained in each of 5 
participating independent laboratories under all conditions stip-
ulated by the developed gravimetric analysis of bone inclusions 
in samples of meat products of similar composition and identi-
cal measurement ranges were in agreement with each other at 
a fairly acceptable level – the discrepancy between the accuracy 
indicators was no more than 0.2%.19

The averaged results of the carried out intra- and interlaboratory 
measurements and calculations of metrological indicators within 
the boundaries of each accepted range at a confidence level of P = 
.95 are presented in Table 1.

For admission of the method for measuring the mass fraction of 
bone inclusions in multicomponent meat products to analytical 
practice, in accordance with the requirements of GOST 8.010-
9922, procedures were carried out to generalize, systematize, and 
mathematically process the corresponding metrological indica-
tors presented in Table 1.

As a result of this work, the metrological characteristics of this 
method were obtained depending on the measurement range at 
a confidence level of P = .95, set forth in23 and presented in Table 2.

From the analysis of the data given in Table 2, it follows that the 
relative total error in measurements of bone inclusions increases 
with a decrease in their content in meat products and does not 
exceed 45% for conditions that in Ukraine provide for limiting their 
content in these products within 0.1% up to 0.2%.20,21

The measurement results served as the basis for certification and 
official admission of this gravimetric method to analytical prac-
tice, which makes it possible to separate bone inclusions from 
accompanying impurities and fairly reliably measure the mass 
fraction of bone inclusions in multicomponent meat products.24
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Figure 1. The procedure for performing technological operations when 
manufacturing the samples of meat products.



DISCUSSION 
On the basis of results of this study, we believe that the grav-
imetric method for determining the mass fraction of bone in-
clusions in multicomponent meat products developed by us is 
quite accurate, simple, and accessible for use by a wide range 
of research laboratories with various levels of equipment. Such 
an estimate is substantiated not only in the works of the au-
thors of this article5,19,23,25; but also the works of other authors 
published in different years describe the use of a fairly common 
chemical method with the determination of calcium (Ca2+) ions, 
which showed sufficient accuracy.3,12,26,27 However, this method is 
associated with the need to use atomic absorption spectrosco-
py, which limits its implementation in practical conditions.26,27 
In26, there are concerns about the limited use of the chemical 
method with the determination of Ca2+ ions in relation to meat 
products with dairy ingredients in the formulations (powdered 
milk, whey, etc.), which are rich sources of calcium. These con-
cerns are justified as dairy ingredients are used in dietary meat 
products28,29; however, for cheap mince products containing 
mechanically deboned meat, the use of dairy ingredients is not 
typical.

In general, the error of the known indirect method for the quanti-
tative analysis of bone inclusions in meat products by the content 
of Ca in them12 is primarily owing to the quality of the meat des-
inewing, that is, it directly depends on the content of connective 
tissue in the meat. In addition, based on the results of studies1 of 
the relationship “Ca content - content of bone inclusions,” in the 
mechanically deboned meat by plasma atomic absorption spec-
trometry and confirmed by gravimetric analysis of bone inclu-

sions, significant differences were revealed between the obtained 
conversion formula for these components and the conversion 
formula given in the method used by the International Associ-
ation of Official Analytical Chemists AOAC 983.19.30 The result 
of comparative calculations using these formulae for the mass 
fraction of bone inclusions at the same Ca content was 2 times 
less than that of.1 The same researchers found that in the range 
of Ca content in mechanically deboned meat from 0.2% to 0.4%, 
the relative error in determining Ca by plasma atomic absorption 
spectrometry is 28%–29%. Hypothetically, the measurement er-
ror in the mass fraction of bone inclusions in meat products by 
this method can increase because of their complex composition. 
Thus, caution is required in both the accuracy of the quantitative 
analysis of bone inclusions in meat products using the “Ca con-
tent - bone inclusion content” relationship and the norms of bone 
inclusions content in official documents.5,19

Another known and well-established histological method for the 
quantitative calculation of bone inclusions in a mince product is 
based on a detailed study of histological preparations and mor-
phometric analysis of the bones. This method, although using an 
image analysis system, is a time-consuming and complex pro-
cess; and identifying and accurately determining the boundaries 
of the measured bone particles is practically impossible without 
manual correction of the computer actions by a highly experi-
enced histologist.2,26,31-33 Researchers10 have shown that the ac-
curacy of measuring the amount of ingredients in meat products 
using this method is negatively affected by the nonlinear correla-
tion between the volumetric and mass content data of various 
inclusions.
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Table 1. The results of evaluating the metrological indicators of measuring the content of bone inclusions in samples of meat products depending on the measurement range at a 
confidence level of P = .95.

Ranges with limit values mass fraction of bone 
inclusions, %

Metrological indices, %

Repeatability 
index as standard 

deviation, σrm
Repeatability 

limit, rnm

Reproducibility 
index as standard 

deviation, σRm
Reproducibility 

limit, Rm
Correctness 
index, ± Δcm  

Accuracy index, 
± Δm  Samples 1 
(control) and 2

(0.02 ≤ Х ≤ 0.05) 0.0026 0.0087 0.0020 0.0055 0.0246 0.025

(0.05 ≤ Х ≤ 0.1) 0.0045 0.0150 0.0039 0.0109 0.0557 0.056

(0.1 ≤ Х ≤ 0.15) 0.0046 0.0153 0.0040 00111 0.0885 0.089

(0.15 ≤ Х ≤ 0.2) 0.0042 0.0139 0.0141 0.0390 0.1028 0.106

(0.2 ≤ Х ≤ 0.3) 0.0167 0.0551 0.0260 0.0721 0.1236 0.134

(0.3 ≤ Х ≤ 0.6) 0.0072 0.0237 0.0066 0.0182 0.1578 0.264

(0.6 ≤ Х ≤ 1.5) 0.0104 0.0344 0.0143 0.0395 0.2629 0.251

Samples 3 and 4

(0.02 ≤ Х ≤ 0.05) 0.0053 0.0175 0.0042 0.0117 0.0251 0.026

(0.05 ≤ Х ≤ 0.1) 0.0067 0.0222 0.0088 0.0243 0.0564 0.059

(0.1 ≤ Х ≤ 0.15) 0.0084 0.0279 0.0136 0.0377 0.0900 0.094

(0.15 ≤ Х ≤ 0.2) 0.0132 0.0436 0.0150 0.0415 0.1027 0.107

(0.2 ≤ Х ≤ 0.3) 0.0080 0.0265 0.0353 0.0976 0.1272 0.145

(0.3 ≤ Х ≤ 0.6) 0.0101 0.0333 0.0465 0.1289 0.1539 0.179

(0.6 ≤ Х ≤ 1.5) 0.0325 0.1075 0.0762 0.2111 0.2825 0.320

Table 2. Metrological characteristics of the method for measuring bone inclusions in meat products depending on the measurement range at a confidence level of P = .95.

Mass fraction of bone inclusions: 
measurement range, %

Limit of the relative total error, 
±δ, %  (P = .95)

Operative control criteria:

repeatability  r, %  (P = .95;  n = 2)
reproducibility, R, %  

(P = .95;  n = 2) accuracy, K, %  (P = .95)

From 0.05 to 0.30 inclusive 45 18 23 45

Over  0.30 to 1.0 inclusive 30 12 15 30

Over 1.0 to 1.5 inclusive 24 10 12 24



We are fully aware of the possibility and expediency of using other, 
high-tech methods for determining the content of mechanically 
deboned meat in meat products under laboratory conditions. In 
particular, the constant technical improvement of the produc-
tion of this type of meat raw materials already often limits the 
use of traditional methods for determining the quality param-
eters of meat products.26,34 High-tech methods for determining 
the content of mechanically deboned meat in meat products 
include methods based on irradiation coupled with electronic 
spin resonance35,36 and the evaluation of radiostrontium levels37, 
laser-induced breakdown spectroscopy38, X-ray application4,7, 
Raman spectroscopy39,40, innovative ultrasound method41, com-
puted tomography26, and so on. In connection with the rapid 
development of food science and the corresponding innovative 
technologies of meat products, it is possible to foresee the in-
troduction of novelty formulations using mechanically deboned 
meat, control of which requires both new instrumental methods 
and traditional methods, in particular the improved gravimetric 
method proposed by us for determining bone inclusions in meat 
products.

In conclusion, from the analysis of the data obtained, it follows 
that the method for determining the mass fraction of bone in-
clusions in multicomponent meat products, developed and ap-
proved at the official level for analytical practice, deserves atten-
tion as it expands the possibility of determining the degree of 
falsification of these products at the level of qualitative and quan-
titative expertise in accordance with the requirements normative 
documentation and legislation of Ukraine.42

Ethics Committee Approval: N/A.

Peer-review: Externally peer-reviewed. 

Author Contributions: Concept – N.U.; Design – N.U., S.V.; Supervision 
– N.U., S.V.; Resources – N.U.; Data Collection and/or Processing – N.U.; 
Analysis and/or Interpretation – N.U., S.V.; Literature Search –S.V.; Writing 
Manuscript – N.U., S.V.; Critical Review – S.V.

Declaration of Interests: The authors have no conflicts of interest to de-
clare.

Funding: The authors declared that this study has received no financial 
support.

Etik Komite Onayı: N/A. 

Hakem Değerlendirmesi: Dış bağımsız.

Yazar Katkıları: Fikir – N.U.; Tasarım – N.U., S.V.; Denetleme – N.U., S.V.; 
Kaynaklar – N.U.; Veri Toplanması ve/veya İşlemesi – N.U.; Analiz ve/veya 
Yorum – N.U., S.V.; Literatür Taraması – S.V.; Yazıyı Yazan – N.U., S.V.; 
Eleştirel İnceleme – S.V.

Çıkar Çatışması: Yazarlar çıkar çatışması bildirmemişlerdir.

Finansal Destek: Yazarlar bu çalışma için finansal destek almadıklarını 
beyan etmişlerdir.

REFERENCES
1. Krasyukov YN, Gromov IY, Savinkova IP, Pavlenko NM, Danshova LL.

Determination of bone inclusions and calcium in poultry meat of me-
chanical deboning. Meat Technologies. 2007;9:22-24.

2. Branscheid W, Judas M, Höreth RH. The morphological detection of 
bone and cartilage particles in mechanically separatedmeat. Meat 
Science. 2009;81(1):46-50. [Crossref]

3. Mello MA, Neto JM, Torres EAFS. Application of multivariate analy-
sis to the study of mechanically deboned chicken meat (MDCM). Int 
Food Res J. 2017;24(3):1102.

4. Dalipi R, Berneri R, Curatolo M, Borgese L, Depero LE, Sangiorgi E. 
Total reflection X-ray fluorescence used to distinguish mechanically 
separated from non-mechanically separated meat. Spectrochimica 
Acta Part B: Atomic Spectroscopy. 2018;148:16-22. [Crossref]

5. Usatenko NF, Kalashnik MG, Verbytskyi SB, Oxrimenko YI. Non-stan-
dardized raw material for the meat industry. Food Industry: Science 
and Technologies. 2021;4(54):34-40.

6. Wubshet SG, Wold JP, Böcker U, Sanden KW, Afseth NK. Raman 
spectroscopy for quantification of residual calcium and total ash in 
mechanically deboned chicken meat. Food Control. 2019;95:267-73. 
[Crossref]

7. Pospiech M, Zikmund T, Javůrková Z, Kaiser J, Tremlová B, An Inno-
vative Detection of Mechanically Separated Meat in Meat Products. 
Food Analytical Methods. 2019;12(3):652-657. [Crossref]

8. Mokhtar D, Abdel-Aziz D, Youssef H, Taha A. Applied histological and 
chemical analysis for detection of adulteration of minced meat and 
sausage. J Adv Micr Res. 2018;13:1-9.

9. Khvylya SI, Pchelkina VA, Burlakova SS. Standardized histological 
methods for assessing the quality of meat and meat products. All 
about Meat. 2011;6:32-35.

10. Pchelkina VA. Possibilities of using the image analysis system for 
research of meat raw materials and products. Tech Food Prod Tech. 
2016;43(4):70-75.

11. Hassoun A, Måge I, Schmidt WF, et al. Fraud in animal origin food 
products: advances in emerging spectroscopic detection methods 
over the past five years. Foods. 2020; 9:1069. [Crossref]

12. Field RA. Ash and calcium as measures of bone in meat and bone 
mixtures. Meat Sci. 2000;55(3):255-264. [Crossref]

13. Usatenko N, Okhrimenko Y, Svyrydenko T, Martynenko L, Klischova 
T. Non-traditional raw meat materials. Food Proc Industry. 2009;9-
10:14-17.

14. DSTU-N RMG 61:2006 Accuracy, trueness and precision measures of 
the procedures for quantitative chemical analysis. Methods of deter-
mination (RMG 61:2003, IDT), DP UkrNDNTs, Kyiv.

15. Poultry Meat Processing (AR Sams - ed.), 2001. 335, CRC Press, Boca 
Raton, London, New York, Washington D.C.

16. Gonotskiy VA, Fedina LP, Khvylya SI, Krasyukov YuN, Abaldova VA. Me-
chanically deboned poultry, Alfa-Design, Moscow, 2004.

17. GSTU 46.070-2003. Poultry meat deboned mechanically. General 
specifications, Ministry of Agrarian Policy of Ukraine, Kyiv, 2003.

18. Code of Federal Regulations. Mechanically separated (kind of poultry), 
2007. 9 C.F.R. §381.173. Washington, DC: U.S. Government Printing Office.

19. TIMM UAAN. Investigating the composition of mechanically deboned 
poultry meat and developing a method for determining the content 
of bone inclusions in meat products: Research report. KP 00419880. 
State Registration Number 0109U002612 (Superv. Usatenko NF., 
exec. Okhrimenko YI.), 48, Dairy and Meat Technological Institute, 
Kyiv, 2010.

20. DSTU 4435:2005 Semi-smoked sausages. General specifications. 
Derzhspozhivstandart Ukrainy, Kyiv, 2006: 23.

21. DSTU 4436:2005 Boiled sausages, frankfurters, sardellas, meat 
loaves. General specifications. Derzhspozhivstandart Ukrainy, Kyiv, 
2006: 35.

22. GOST 8.010-2013 State system for ensuring the uniformity of mea-
surements. Procedures of measurements. Main principles, Standar-
tinform, Moscow, 2019: 102.

23. Usatenko NF, Okhrimenko YI, Martynenko LH. A new method to con-
trol the quality of meat products. Bull Agricul Sci. 2012;7:61- 63.

24. Methods for measuring the mass fraction of bone inclusions in meat 
products by the gravimetric method (Certificate MVV 081/12-0690-
10 of 30 June 2010).

25. Bondar S, Voitsekhivska L, Verbytskyi S, Okhrimenko Y, Klyschova T, 
Sokolova S. Study of dependence of content of bone inclusions in 
mechanically separated poultry from temperature and type of raw 
material. Food Resources. 2017;8:86-92.

24

Vet Sci Pract. 2022; 17(1), 20-25 l DOI: 10.54614/VetSciPract.2022.983393

https://doi.org/10.1016/j.meatsci.2008.06.018
https://doi.org/10.1016/j.sab.2018.06.002
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2018.08.017
https://doi.org/10.1007/s12161-018-1394-8
https://doi.org/10.3390/foods9081069
https://doi.org/10.1016/S0309-1740(99)00147-3


26. Nagdalian AA, Rzhepakovsky IV, Siddiqui SA. Analysis of the content of 
mechanically separated poultry meat in sausage using computing mi-
crotomography. J Food Composition Analy. 2021;100:103918. [Crossref]

27. Crosland AR, Patterson RLS, Higman RC, Stewart CA, Hargin KD. In-
vestigation of methods to detect mechanically recovered meat in 
meat products - I: chemical composition. Meat Sci. 1995;40(3):289-
302. [Crossref]

28. Todorova ID, Nikolaeva GD, Ivanova YK. Technological opportunities 
for enhancing the quality of dietary, cooked sausages through use of 
dairy additives. Sci Tech Educ. 2021;2-1(77):16-20.

29. Kang KM, Lee SH, Kim HY. Quality properties of whole milk pow-
der on chicken breast emulsion-type sausage. J Animal Sci Tech. 
2021;63(2):405-416. [Crossref]

30. AOAC Official Method 983.19. Calcium in Mechanically Separated 
Poultry and Beef. Titrimetric Method.

31. Pickering K, Evans CL, Hargin KD, Stewart CA. Investigation of meth-
ods to detect mechanically recovered meat in meat products - III: 
microscopy. Meat Sci. 1995;40:319-326. [Crossref]

32. Tremlova B, Sarha P, Pospiech M. Histological analysis of different 
kinds of mechanically recovered meat. Archiv für Lebensmittelhy-
giene. 2006;57(3):85-91.

33. Groves K. Evaluation of simple microscopy protocol for identifying 
mechanically separated meat in pork, chicken and turkey. Leather-
head Food Res. 2011;8:1-52.

34. Laszkiewicz B, Szymanski P, Kołozyn-Krajewska D. Quality prob-
lems in mechanically separated meat. Medycyna Weterynaryjna. 
2019;75:6157. [Crossref]

35. Iammarino M, Miedico O, Petrella A, Mangiacotti M, Chiaravalle AE. In-
novative approaches for identifying a mechanically separated meat: 

evaluation of radiostrontium levels and development of a new tool of 
investigation. J Food Sci Tech. 2020;57(2):484-494. [Crossref]

36. Salins SS, Siddiqui SA, Reddy SVK, Kuma S. Experimental investiga-
tion on the performance parameters of a helical coil dehumidifier test 
rig. Energy Sources Part A Recovery Utilization and Environmental Ef-
fects. 2021;43(1):35-53. [Crossref]

37. Tomaiuolo M, Mangiacotti M, Chiaravalle E, Iammarino M. Innovative 
techniques for identifying a mechanically separated meat: sample 
irradiation coupled to electronic spin resonance. Eur Food Res Tech. 
2019;245(10):2331-2341. [Crossref]

38. Schmidt Andersen MB, Frydenvang J, Henckel P, Rinnan A. The po-
tential of laser-induced breakdown spectroscopy for industrial at-line 
monitoring of calcium content in comminuted poultry meat. Food 
Control. 2016;64:226-233. [Crossref]

39. Wubshet SG, Wold JP, Böcker U, Sanden KW, Afseth NK. Raman spec-
troscopy for quantification of residual calcium and total ash in me-
chanically deboned chicken meat. Food Control. 2019;95:267-273. 
[Crossref]

40. Coşkun AG, Temelli S, Eyigör A. Mekanik ayrılmış kanatlı eti: özel-
likleri, güncel kullanım alanları ve ilgili mevzuat. Vet Hek Der Derg. 
2019;90(2):164-177. [Crossref]

41. Wieja K, Kiełczyński P, Szymański P, Szalewski M, Balcerzak A, 
Ptasznik S. Identification and investigation of mechanically separat-
ed meat (MSM) with an innovative ultrasonic method. Food Chemis-
try. 2021;348:128907. [Crossref]

42. Law of Ukraine On Consumer Rights Protection of 12 May 1991, No 
1023-XII, Verkhovna Rada Ukrainy, Kyiv.

25

Vet Sci Pract. 2022; 17(1), 20-25 l DOI: 10.54614/VetSciPract.2022.983393

https://doi.org/10.1016/j.jfca.2021.103918
https://doi.org/10.1016/0309-1740(94)00060-K
https://doi.org/10.5187/jast.2021.e30
https://doi.org/10.1016/0309-1740(94)00062-C
https://doi.org/10.21521/mw.6157
https://doi.org/10.1007/s13197-019-04076-y
https://doi.org/10.1080/15567036.2020.1814455
https://doi.org/10.1007/s00217-019-03340-x
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2016.01.001
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2018.08.017
https://doi.org/10.33188/vetheder.545356
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2020.128907


Effect of Bromelain Against Nickel 
Genotoxication in Rats
Sıçanlarda Nikel Genotoksikasyonuna Karşı 
Bromelainin Etkisi

Füsun TEMAMOĞULLARI1 
Pınar AKSU KILIÇLE2 
Şükrü GÜRLER3 
Zozan GARİP1 

1Department of Pharmacology 
and Toxicology, Harran University, 
Faculty of Veterinary Medicine, Şan-
lıurfa, Turkey
2Department of Biology, Kafkas 
University, Faculty of Arts and 
Sciences, Kars, Turkey
3Department of Genetics, Harran 
University, Faculty of Veterinary 
Medicine, Şanlıurfa,  Turkey

Corresponding Author/Sorumlu Yazar: 
Füsun TEMAMOĞULLARI
E-mail: farmafto@gmail.com

Cite this article: Temamoğulları F, Aksu 
Kılıçle P, Gürler Ş, Garip Z. Effect of bro-
melain against nickel genotoxication in 
rats. Vet Sci Pract. 2022; 17(1), 26-30.

Atıf: Temamoğulları F, Aksu
Kılıçle P, Gürler Ş, Garip Z. Sıçanlarda Nikel 
Genotoksikasyonuna Karşı Bromelainin 
Etkisi. Vet Sci Pract. 2022; 17(1), 26-30.

Received/Geliş Tarihi: 29.12.2021 

Accepted/Kabul Tarihi: 29.03.2022

ABSTRACT

In this study, we aimed to investigate the protective role of bromelain against nickel sulfate genotoxication. 
Twenty-four healthy adult male Sprague Dawley rats with an average weight of 200 ± 20 g were used in the 
study. These were divided randomly into four groups (n = 6), including one control and three experimental 
groups: Group 1 (control), Group 2 (nickel sulfate 20 mg/kg, intraperitoneal [IP]), Group 3 (Bromelain 20 mg/kg, 
oral gavage ), Group 4 (nickel sulfate 20 mg/kg IP + bromelain 20 mg/kg oral gavage ). After the ten-day experi-
mental period, the animals were euthanized on the 11th day. Femoral bones were taken from animals dissected 
on day 11, and micronucleus protocol was applied. At the end of the protocol, micronucleated polychromat-
ic erythrocytes (MNPCE) and polychromatic erythrocytes (PCE) were counted. The statistical results of the 
counted values were determined. The groups were compared only according to MNCPE, the level of which was 
statistically significant in the group with bromelain than in the group with nickel sulfate alone (P < .05). The 
data obtained suggested that bromelain at the administered dose (20 mg/kg) is not potentially preventive to 
the genotoxic effects of nickel sulfate at the administered dose (20 mg/kg).

Keywords: Bromelain, genotoxicity, nickel sulfate, rat

ÖZ

Bu çalışmanın amacı, nikel sülfat genotoksikasyonuna bromelainin karşı koruyucu rolünü araştırmaktır. Ça-
lışmada, ortalama 200 ± 20 gr ağırlığında yirmi dört sağlıklı yetişkin erkek Sprague dawley sıçan kullanıldı. 
Rastgele olacak şekilde dört grup (n = 6) oluşturuldu.  Sıçanlar bir kontrol ve üç deney grubu: Grup 1 (Kontrol), 
Grup 2 (Nikel sülfat 20 mg/kg, ip), Grup 3 (Bromelain 20 mg/kg, oral gavaj), Grup 4 (Nikel sülfat, 20 mg/kg, ip + 
bromelain, 20 mg/kg, oral gavaj). On günlük deney periyodundan sonra hayvanlar on birinci gün ötenazi edildi. 
11. günde ötenazi edilen hayvanlardan femur kemikleri alındı ve mikronükleus protokolü uygulandı. Protokolün 
sonunda MNPCE (mikronükleuslu polikromatik eritrositler) ve PCE (polikromatik eritrositler) sayıldı. Sayılan 
değerlerin istatistiksel sonuçları belirlendi. Tüm gruplar sadece MNCPE parametresine göre karşılaştırıldı. MN-
CPE seviyesi, bromelainli grupta, sadece nikel sülfatlı grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlıydı (P < ,05). 
Elde edilen veriler, bromelainin 20 mg/kg dozunda uygulanması, 20 mg/kg dozunda uygulanan nikelsülfatin 
oluşturduğu genotoksik etkilerini potansiyel olarak önleyici olmadığını göstermiştir. 

Anahtar Kelimeler: Bromelain, genotoksisite, nikel sülfat, rat.
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INTRODUCTION

Excessive or long-term intake of metals found in 
nature, which are needed in small amounts for 
the regulation of normal vital functions, gives 
rise to multiple health problems. Nickel, a car-
cinogenic, genotoxic, teratogenic, and immuno-
toxic heavy metal, is an environmental pollutant 
that is not necessary for vital functions. Peo-
ple are particularly exposed to nickel through 
nickel-contaminated vegetables, spinach, le-
gumes, nuts, and tobacco containing nickel. It 
has been stated that there is a high amount of 
nickel, especially in products containing cocoa 
powder and baking powder.1-3 In addition, nick-
el causes food contamination through hydro-
genation of vegetable oils and some processes 
applied to foods with tools and equipment and 
environmental pollution through processes us-
ing nickel in intensive steel and battery produc-
tion and releasing it to the atmosphere during 
mining, smelting, and refining. Humans and 

animals intake nickel through respiration, food, 
and skin absorption resulting in tissue and or-
gan damage from nickel accumulation.4 Nickel 
binds tightly to bases in DNA and RNA in living 
organisms; phosphate groups; nucleotides such 
as ATP and thiamine pyrophosphate; amino ac-
ids such as methionine, cysteine, histidine, and 
pyrroline; proteins; peptides; and phospholip-
ids; and substances such as acetyl coenzyme A, 
dihydrolipoic acid, pyridoxal and pyridoxamine 
and blocks various enzymes (such as aspartase, 
alkaline phosphatase, and ATPase) and makes 
iodine unavailable to the thyroid gland.5 Multiple 
studies have determined that nickel increas-
es lipid peroxidation in various tissues such as 
blood, liver, muscle, and kidney and causes ox-
idative stress.6,7

In recent years, interest in the use of various an-
tioxidant substances as food supplements has 
been increasing rapidly to prevent the harmful ef-
fects of xenobiotics.8 Bromelain is a natural pro-
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tein decomposer found in pineapple, which has antimetastatic, 
immunomodulatory, anti-edema, anti-inflammatory, antithrom-
botic,9 antioxidant,10,11 tissue regeneration enhancing, and pain 
reliever effects.12 

Previous studies have reported that bromelain and fresh pineap-
ple juice have DNA protective potential, reduce cytotoxity, and 
have antigenotoxic and antimutagenic effects.13-17

In this study, we aimed to evaluate the effects of bromelain on 
genotoxicity against intraperitoneal nickel sulfate administration 
in rats.

MATERIAL AND METHODS 

All the experimental protocols in this study were carried out in 
the Experimental Research Center of Harran University. Ethical 
approval permission was given by the Harran University Animal 
Experiments local ethics committee (Date: April 5, 2017, No: 
12541).

Animals
In our experiments, adult male rats (n = 24, Sprague-Dawley, 6 
weeks old weighing 200 ± 20 g) were obtained from an experi-
mental research unit at Firat University. In classic laboratory con-
ditions (12 h light and 12 h dark, 23 ± 2°C, 60%–65% humidity), the 
animals were fed with a routine diet. Food and water were provid-
ed ad libitum. 

Experimental Design 
A total of 24 Sprague-Dawley rats, six in each group, were used. 
The study was planned as follows: Group 1 control (normal saline 
intraperitoneal injection [IP] ); Group 2 with nickel sulfate (Acros 
Organics nickel sulfate heptahydrate, Code: 270552500, Lot: 
A0371683) 20 mg/kg IP6,18; Group 3 with bromelain (Sigma B4882 
List 647-014-00-9 Cas No 37189-34-7) 20 mg/kg oral gavage19,20; 
Group 4 with nickel sulfate (20 mg/kg, IP) + bromelain (20 mg/kg 
oral gavage). After 10 days of administration, tissue samples were 
taken after euthanasia on the 11th day. 

In the study, bone marrow was used for micronucleus detection. 
The removed femur bone was cut from both ends and transferred 
to a centrifuge tube containing 3 mL of calf serum with the help of 
a bone marrow injector. Tubes containing bone marrow samples 
were centrifuged at 2000 rpm for five minutes, and supernatants 
were discarded. It was suspended by placing a drop of calf serum 
on the part remaining in the tube. A drop of sample from it was 
spread on clean slides. After the spreading process, the slides 
were air-dried and fixed in methyl alcohol for 10 minutes. Bone 
marrow preparations were prepared by a method that was first 
developed by Schmid21 and adapted to this laboratory and work-
ing conditions.

Staining Method
The fixed preparations were first stained with 0.25% May Grun-
wald dye for five minutes and washed with distilled water. It was 
then stained with 0.125% May Grunwald dye for five minutes and 
washed in distilled water. Finally, it was stained with 20% Giem-
sa dye for 30 minutes, washed, and left to dry. The preparations 
were examined through an Olympus CX21 light microscope at 
1000x magnification, and 2000 polychromatic erythrocytes 
(PCEs) were counted randomly from each preparation. Among 
these, the numbers of micronucleated polychromatic erythro-
cytes (MNPCEs) were determined, and their percentages were 
calculated.

Statistical Analysis
The Kolmogorov-Smirnov test of normality was used to deter-
mine whether the data were suitable for normal distribution. 
Statistical analysis of the data obtained from the study were 
performed using the IBM Statistical Package for the Social Sci-
ences version 22 (IBM SPSS Corp., Armonk, NY, USA) statistical 
program. One-way analysis of variance (ANOVA) was used to de-
termine whether there was a difference between the means of the 
experimental group or not; and if there was a difference between 
the means of the experimental groups, the “ANOVA-Duncan” test 
was applied to the group averages to determine which group or 
groups showed a difference, and P < .05 was considered statisti-
cally significant. Results were presented as mean ± standard de-
viation (X ± SD).

RESULTS

In this study, all the groups were compared in terms of the single 
parameter, MNPCE. As a result of the analysis, the MNPCE level 
in the group with bromelain was statistically different from the 
group with nickel sulfate+bromelain and the group with nickel 
sulfate (P < .01). There was no statistically significant difference 
between the bromelain group and the negative control group (P 
> .05). Again, the difference between the nickel sulfate group and 
the nickel sulfate + bromelain group was not statistically signif-
icant (P > .05) (Table 1, Figure 1). Images of MNPCE and normal 
PCE and NCEs (x1000) in the bone marrow obtained from nickel 
sulfate group are shown in Figure 2.
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Figure 1. Box graphic showing the numbers of polychromatic 
erythrocytes with micronucleus based on groups

Table 1. Statistical data of groups in terms of MNPCE

Parameters Groups

Bromelain 
(20 mg/kg)

Nickel sulphate  
(20 mg/kg) 
+Bromelain  
(20 mg/kg) 

Nickel sulphate 
(20 mg/kg) 

Negatif 
control P

MNPCE 
(Mean ± SD)

6.67 ± 1.21a 19.83 ± 1.47b 20.33 ± 1.03b 6.00 ± 1.41a *

*P < .01: Statistically significant difference, a,b: Values with different letter indicate significant differences. SD, 
Standart deviation



DISCUSSION 
It is known that nickel compounds damage cell DNA through free 
radicals. Nickel causes oxidative damage to DNA as well as trans-
duction and replication problems. The water-soluble nature of 
nickel sulfate increases the carcinogenicity of the substance and 
thus the mutation potential.22,23 Many in vivo and in vitro stud-
ies have been conducted on the genotoxic effects of nickel.24-27 
To determine the genotoxicity, comet assay, Salmonella/micro-
some mutagenicity (AMES) test, sister chromatid exchange assay, 
chromosome abnormality test, and micronucleus test were per-
formed.28 According to the literature review, it is noted that bone 
marrow29-32 and embryos5 were used to determine genotoxicity.

In a study, genotoxicity of nickel sulfate hexahydrate was investi-
gated in rats through micronucleus test. In the study, it was de-
termined that nickel sulfate hexahydrate increased the micronu-
cleus frequency in bone marrow cells.22,27 In another study, it was 
determined that it increased the kinetochore positive nucleus 
on human diploid fibroblasts.25 In this study, we determined that 
there was a statistically significant difference in MNPCEs in the 
group with nickel sulfate than that in the other groups (P < .01). 
This result is compatible with other studies which support the 
idea that nickel sulfate is genotoxic. The increase in the number 
of PCEs is an indicator of chromosomal damage or cytogenetic 
damage caused by anaphase delay.28 PCE/NCE ratio is also ex-
pressed as a bone marrow cytotoxicity marker.29

Currently, many people support the inclusion of antioxidant sub-
stances in diets to protect themselves from the possible harm-
ful effects of environmental pollutants.33,34 Bromelain, an antiox-
idant, prevents tumor cell proliferation. It has been determined 
that bromelain inhibits the proliferation and development of oral 
cancer cells.35 It has been determined that bromelain used during 
sperm freezing to improve sperm quality in goats is not genotox-
ic.36 

It has been stated that bromelain can prevent the formation of 
reactive oxygen groups in the cell. Thus, it can prevent genotoxic-
ity by disrupting the interaction between advanced glycation end 
products (AGEs) and their receptors (RAGE).37 In a study examin-

ing the genotoxicity of AGE on pig kidney, it was stated that bro-
melain reduced cell damage and genotoxicity.38

In the study by Sen et al.,39 it was determined that application 
of 20 mg/kg bromelain protects the sperm DNA fragmentation 
rate against the damage caused by nickel in the testis, reducing 
the damage and oxidative stress caused by nickel, and improving 
sperm quality.

In the literature review, there are various studies in which pineap-
ple and pineapple products were used against the harmful effects 
of various substances that cause mutagenic effects.

Ikken et al.40 determined that ethanolic pineapple extract has an 
antimutagenic effect against the effects of mutagenic nitrosa-
mines. Kurdi14 stated that pineapple juice had positive results in 
the micronucleus test against the cytotoxic and genotoxic effects 
of the antineoplastic drug, ifosfamide, in PCEs of the bone mar-
row. In another study, it was determined that fresh pineapple juice 
(0.4 mL/kg/day, oral) was effective in reducing lethal mutation 
against the side effects of ifosfamide in spermatogenesis stages 
(early spermatids, primary spermatocytes and spermatozoa, and 
late spermatid stages) in albino rats.30 It has been reported that 
pineapple scavenges reactive oxygen species and protects nucle-
ophilic regions in the DNA.15 The in vivo antitumoral/antileukemic 
effect of bromelain has been evaluated in different cell lines.41

The protective effect of pineapple juice against genotoxicity 
caused by mutagenic heterocyclic aromatic amines in hamster 
fibroblasts was determined by the comet assay.16

In a study by Sah et al.,42 the antimutagenic effect of peel powder 
of pineapple on the yogurt bacteria Lactobacillus was confirmed 
by the Ames test.

The reason for the difference in the results of in vivo and in vitro 
studies may be owing to the pharmacokinetics of the drug in live 
animals, nutrition, genetic structure, stress, and environmental 
factors.12,43 In this study, the antigenotoxic effect of bromelain ad-
ministered via oral gavage at the same amount was not found in 
rats administered NiSO

4
 (20 mg/kg) IP for 10 days. This may be 

because of the in vivo nature of our study.

In the studies conducted by Kurdi,14,30 it was stated that pineap-
ple juice has an antigenotoxic effect against the cytotoxic and 
genotoxic effects of ifosfamide in PCEs in the bone marrow and 
semen formation stages in the micronucleus test. However, be-
cause of the presence of different phytochemical structures (such 
as ascoumaric acid, chlorogenic acid, ferulic acid, and ellagic acid), 
vitamins (vitamin C, pyridoxine, thiamine, and riboflavin), and min-
erals (copper and manganese) in pineapple apart from brome-
lain,15 these studies do not prove that bromelain alone is effective 
against genotoxicity.

Drugs and chemicals are primarily dispersed into organs and tis-
sues (brain, heart, kidney, etc.) via blood vessels; and after reach-
ing a certain blood density, they accumulate in fat, bone tissue, 
nucleic acid, and keratinous structures.5 Bone tissue has less 
perfusion than the vital organs.44 There are many studies con-
ducted on the harmful effects of nickel compounds on the liver, 
kidney, testes, and sperm causing oxidative stress in living organ-
isms.6,45-47 In the study by Sen et al.,39 bromelain showed a pro-
tective effect against the harmful effects of NiSO

4
 on sperm DNA. 

However, there are different studies in which bromelain does not 
show a protective effect against genotoxicity. This may be owing 
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Figure 2. In the bone marrow of rats, images of normal PCE and NCEs, 
and MNPCE (x1000). 
PCE, Polychromatic Erythrocyte; NCE,  Normochromatic Erythrocyte; MNPCE, 
Micronucleated Polychromatic Erythrocyte



to the different accumulation tendencies of nickel in testicular 
and bone marrow and the different tissue and perfusion rates of 
the testes and bone marrow.44,48

In conclusion, it was determined that bromelain (20 mg/kg) did 
not have a protective effect against the genotoxic effects of nickel 
sulfate.
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ABSTRACT

Canine cardiac dirofilariasis is a parasitic zoonotic disease caused by Dirofilaria immitis. This research work is 
aimed to find out the prevalence of both a microfilaremic (patent infection) and occult forms (amicrofilaremic 
form) of cardiac dirofilariasis in stray and police dogs of Nineveh governorate (in northwestern Iraq). From Oc-
tober 2021 to January 2022, the blood of ninety dogs of various breeds, including 45 local breeds stray dogs 
and 45 police dogs, mostly of Belgian Malinois and German Shepherd breeds, with an age range of 1 to 11 years 
(median: 4.5 years), were examined microscopically by wet mount, acridine orange stained blood smears and 
modified Knott's test to detect circulating microfilaria. All the samples were further tested by a commercial 
antigen- enzyme-linked immune sorbent assays kit (Heartworm Ag ELISA kit, Canine, DRG International Inc., 
USA) in order to detect dogs with occult cardiac dirofilariasis. A total of 49 samples were microfilaria positive, 
giving a prevalence value of 54.4%. D.immitis antigens were detected in 27.8% of the examined sera, with an 
overall prevalence of 78.9%. Stray dogs showed a higher prevalence for both microfilaremia and occult forms 
of cardiac dirofilariasis compared to police dogs in Nineveh Governorate of Iraq. The agreement between the 
modified Knott's test (Gold standard) and wet mount, acridine orange stained blood smears, and Ag ELISA us-
ing Cohen’s Kappa index was light for the wet mount (0.030) and substantial for Ag ELISA(0.462), and acridine 
orange stained blood smears (0.607). The findings of the present study provide evidence for the prev alence and 
pattern of canine cardiac dirofilariosis in dogs (both stray and police) in Iraq’s Nineveh Governorate, requiring 
a phylo genetic analysis.

Keywords: Canine, cardiac dirofilariosis, Dirofilaria immitis, prevalence.

ÖZ

Kanin kardiyak dirofilariosis, Dirofilaria immitis'in neden olduğu parazitik zoonotik bir hastalıktır. Bu araştır-
ma çalışması, Nineveh Vilayeti'nde (kuzeybatı Irak'ta) sokak ve polis köpeklerinde kardiyak dirofilariosisin hem 
mikrofilaremik (patent enfeksiyonu) hem de occult formlarının (amikrofilaremik form) prevalansını belirlemeyi 
amaçlamaktadır. Ekim 2021 - Ocak 2022 tarihleri arasında, 1-11 yaş arası (ortalama: 4,5 yaş) çoğu Belçika Ma-
linois ve Alman Çoban ırkı olmak üzere 45 yerel sokak köpeği ve 45 polis köpeği dahil olmak üzere çeşitli ırk-
lardan doksan köpeğin kanı, dolaşımdaki mikrofilaria'yı saptamak için wet mount, kan smearı acridine orange 
boyaması ve modifiye Knott testi ile mikroskobik olarak incelendi. Tüm numuneler, ayrıca occult kardiyak diro-
filaryozlu köpekleri saptamak için ticari bir enzim bağlantılı immün emici tahlil kiti (Heartworm Ag ELISA kiti, 
Canine, DRG International Inc., ABD) ile test edildi. Toplam 49 örnek mikrofilaria pozitifti ve prevalans değeri 
%54.4 idi. İncelenen serumun %27.8'inde D.immitis antijenleri tespit edildi ve genel prevalansı %78.9 idi. So-
kak köpekleri, Irak'ın Ninova Vilayeti'ndeki polis köpeklerine kıyasla hem mikrofilaremik hem de occult kardiyak 
dirofilariyoz formları için daha yüksek prevalans gösterdi. Modifiye Knott testi (Altın standart) ile wet mount, 
kan smearı acridine orange boyaması ve Cohen'in Kappa indeksi kullanılarak Ag ELISA arasındaki uyum, wet 
mount (0.030) için hafifti ve Ag ELISA (0,462) ve kan smearı acridine orange boyaması için önemliydi (0.607). Bu 
çalışmanın bulguları, Irak'ın Nineveh Vilayeti'ndeki köpeklerde (hem sokak hem de polis) kardiyak dirofilariosis 
prevalansı ve paterni için filogenetik bir analiz gerektiren kanıtlar sunmaktadır.

Anahtar Kelimeler: Köpek, kardiyak dirofilariosis, Dirofilaria immitis, yaygınlık.
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INTRODUCTION

Dirofilaria immitis (heartworm [HW]) is mosqui-
to-borne filarial nematode capable of causing 
canine cardiac dirofilariasis commonly known 
as the heartworm disease owing to the loca-
tion of the adult worm in the right ventricle of 
the heart and occasionally in the arteries of the 
lungs, resulting in the production of blood-cir-
culating microfilariae1; 2. HW can be diagnosed 
using microfilariae detection tests, serological 
(i.e., enzyme-linked immunosorbent assay [ELI-
SA]) and immunochromatographic tests for the 

detection of somatic and female antigens of D. 
immitis adults, radiography, and blood analysis3. 
Microfilariae testing may be aided by parasitolog-
ical tests (wet mount, thin and thick blood smear, 
buffy coat method, and modified Knott’s test). 
Microfilaria species can be distinguished using 
Morphological keys, histochemistry4, 5, 6, and mo-
lecular tests (polymerase chain reaction [PCR]) 7. 
Canine heartworm antigenemia (Ag ELISA ) are 
simple to perform, susceptible, and highly specif-
ic8. However, because Ag ELISA has a low rate of 
false positive outcomes, a positive result usually 
suggests a current infection 3; 9. 
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Cardiac dirofilariasis has been studied exhaustively, showing great 
regional and local variations in their prevalence worldwide10. The 
prevalence of cardiac dirofilariasis in dog population based on re-
sults of Anvari et al., (2020) 11 throughout the world and Asia was 
10.91% and 12.07%, respectively. D. immitis is widely distributed 
in the canine population of Mediterranean and Middle Eastern 
countries, including Egypt 12, Turkey 13; 14; 15, Saudi Arabia16, Iran17, 
and Iraq18; 19. In Iraq, the disease is diagnosed mainly in the south-
ern provinces (Karbala, Al-Qadisiyah, and Dhi-Qar Provinces) of 
the country 20; 21.This study was designed and conducted to de-
termine the prevalence of both microfilaremic (patent) and occult 
(amicrofilaremic) forms of cardiac dirofilariosis using wet mount, 
acridine orange stained blood smears, modified Knott’s, test and 
antigen ELISA in stray and police dogs from Nineveh Governorate 
in northwestern Iraq.

MATERIAL AND METHODS

This study was approved by the College of Veterinary Medicine 
Committee, University of Mosul, Iraq (12 decision number in 3-10-
2021).

Study Area and Sample Collection
The current study was conducted with the Nineveh Governorate 
in northwestern Iraq. It shares borders with Syria and several Iraqi 
governorates. Nineveh is the third largest governorate in terms of 
size. Its total land area is estimated at 37,323 km2 (8.6% the total 
size of Iraq). The prevailing climate in Nineveh is hot and dry in 
summers and cool and rainy in winter.

During October 2021 to January 2022, the blood samples were 
collected from 90 dogs of various breeds, including 45 stray dogs 
of local breeds and 45 police dogs, mostly of Belgian Malinois and 
German Shepherd breeds, with an age range of 1 to 11 years (me-
dian: 4.5 years). All dogs recently treated with antiparasitic drugs 
were excluded from the study.

Blood was obtained from cephalic vein and collected in EDTA 
and serum tubes at morning (between 9 a.m. to 12 noon). After 
allowing blood to clot, sera were separated by centrifugation and 
stored at −20 °C until analysis.

EDTA blood samples were analyzed for the presence of peripheral 
blood microfilariae using the wet mount, acridine orange stained 
blood smears by fluorescent microscope at 100 and 400 mag-
nifications22, and modified Knott’s test as described by23, subse-
quently followed by microfilaria identification using key presented 
by Atkins (2005) 24.

For detection of the circulating antigen from the ovary of mature 
D. immitis female worms in amicrofilaraemic dogs (diagnosis of 
an occult form of cardiac dirofilariosis), all sera were examined by 
a commercial antigen–enzyme-linked immune sorbent assay kit 
(heartworm Ag ELISA kit, canine, DRG International Inc., USA) ac-
cording to manufacturer’s instructions. 

Statistical Analysis
Data obtained from the study were input and analyzed with the 
online statistical program (2-way contingency table analysis, In 
http://statpages. org/ctab2x2.html. Retrieved on 20/07/10). Co-
hen’s kappa value (κ) was calculated to determine the compati-
bility between all tests (wet mount, acridine orange stained blood 
smears, and Ag ELISA) and modified Knott’s test as a gold stan-
dard. The κ values were interpreted according to as the following: 
poor, κ < 0; light, 0 < κ < 0.20; fair, 0.21 < κ < 0.40; moderate, 0.41 

< κ < 0.60; substantial, 0.61 < κ < 0.80; and perfect, 0.81 < κ < 1.00. 

The difference in the percentages of infection between the vari-

ous animals were assessed by using chi square test. A P value < 

.05 was considered statistically significant.

RESULTS

A total of 49 samples were microfilaria positive, giving a preva-

lence value of 54.4% (n=90, CI 40.4-61.8). D. immitis antigens were 

detected in 27.8% (N=90, CI18.9-38.2) of the examined sera, with 

an overall prevalence of 78.9% (Table 1). The results showed that 

the prevalence of disease in dogs varies according to forms of 

diseases (Table 2). Stray dogs showed higher prevalence for both 

microfilaremic and occult forms of cardiac dirofilariosis compared 

with police dogs in Iraq’s Nineveh Governorate (Table 3).

The agreement between the modified Knott’s test (gold standard) 

and wet mount (Figure 1), acridine orange stained blood smears 

(Figure 2), and Ag ELISA using Cohen’s κ index was light for wet 

mount (0.030) (Table 4) and substantial for Ag ELISA (0.462) (Table 

1) and acridine orange stained blood smears (0.607) (Table 4).

Table 1. Overall canine cardiac dirofilariosis prevalence of 90 dogs in Iraq’s Nineveh 
Governorate

Tests Number of positive 
dogs/90 (%)

95% confidence 
interval

κ value

Modified Knott’s test 49(54.4) 40.4-61.8 Gold standard

Ag ELISA 25(27.8) 18.9-38.2 0.462

Total 71(78.9) 69.0-86.8 0.0

Table 2. Forms of canine cardiac dirofilariosis in dogs of Iraq’s Nineveh Governorate

Forms of disease Microfilaremic Occult Mixed

Numbers of infected animals/90(%) 46 (51.1)* 15 (16.7) 10 (11.1)

Chi square 23.632 33.414

Significance level P = .0001 P < .0001

*Significant at P < .05

Table 3. The distribution of forms of canine cardiac dirofilariosis in both stray and 
police dogs of Iraq’s Nineveh Governorate

Forms of disease

Type of dogs (N=90)
Chi 

square
Significance 

levelStray N/45 (%) Police N/45 (%)

Microfilaremic 31(68.9)* 15(33.3) 11.285 P = .0008

Occult 9 (20.0) 6 (13.3) 0.720 P = .3962

Mixed 8 (17.8)* 2 (4.4) 4.049 P = .0442

Total N/90(%) 48 (53.3)* 23 (25.6) 14.374 P = .0001
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Figure 1. A wet blood smear may reveal D. immitis microfilariae in a 
dog with heartworm disease. Magnification ×100 of the microscope 
with a phone (Infinix) camera from top



Table 4. Comparison of κ value and the compatibility between modified Knott’s test 
(gold standard) and wet mount and acridine orange stained blood smears in its ability 
to detect canine cardiac dirofilariosis

Test
Number of 
positive/90 %

95% confidence 
interval

κ 
value

Wet mount 3 3.3 −0.042-0.030 0.030

Acridine orange stained blood smears 25 27.8 0.473-0.637 0.607

DISCUSSION
D. immitis is a widespread zoonotic filarial nematodal infection in 
dogs. The present study is the first one in dogs of Iraq’s Nineveh 
Governorate. Previously, D. immitis has been reported in cats of 
Mosul city, Iraq (the same area of the present study) 25. Our exam-
ination shows that canine cardiac dirofilariosis was reported with 
higher percentage of infection (78.9%) in Iraq’s Nineveh Governor-
ate. Our results are in agreement with previous study from Karbala 
province by 26, who used the necropsy method and reported 73 % 
as a rate of infection. Iraq is situated in the southwestern part of 
Asia and has a favorable climatic condition with high temperature 
and moisture that encourages the distribution and development of 
the mosquito vector of D. immitis. In addition, Iraq is home to large 
numbers of stray dogs and wild carnivores that are hosts of vari-
ous parasites, including D. immitis, that are not given anthelmintic 
treatment27. The prevalence of canine cardiac dirofilariosis appears 
to be increasing globally, mainly because of climate change and 
the mosquito population density, mosquito fertility, environmen-
tal temperature, number of microfilaremic dogs, and diagnostic 
test used 24; 28 In contrast, canine cardiac dirofilariosis prevalence 
is declining in some regions, including Japan29 and northern Italy, 
possibly because of increased awareness and enhanced control of 
the disease10; 30. Higher positivity for both microfilaremic and oc-
cult forms of canine cardiac dirofilariosis was observed among stray 
dogs in our study. It is one of the main factors that explain the wide 
spread of the disease in dogs of Iraq’s Nineveh Governorate. This 
may be attributed to stray dogs living in unhygienic outdoor condi-
tions supporting mosquitoes, lack of preventive treatment, and the 
activities that presumably increase its vector exposure rates 31. The 
police dogs, when imported to Iraq, spent several weeks in differ-
ent patrol tasks in the entrance of the cities. Moreover, D. immitis 
has colonized these areas because of the availability of many heart-
worm reservoirs (the stray dogs), suitable weather, and high density 
of mosquitoes as the intermediate vectors.

The agreement (Cohen’s κ index ) between the modified Knott’s 
test (gold standard) was 0.607 and 0.462 for the acridine orange 
stained blood smears and Ag ELISA, respectively. 

In this study, both tests diagnosed a high percentage of infected 
dogs (patent and occult disease).

The modified Knott’s test is the most useful parasitological meth-
od among concentration tests, being based on the detection and 
identification of microfilariae in blood samples 32; 33; 34. The results 
of the modified Knott’s test may be impaired by occult infections. 
The antigen test (Ag ELISA) was accurate enough for diagnosis of 
a high percentage of infected animals (occult infection); we still 
could not identify all cases of heartworm infection because anti-
gen tests will only be positive if adult female worms are present, 
because the antigen detected is from the worm’s uterus. If the 
heartworms were not fully mature (prepatency), if there were only 
male worms present (unisex infection), if there was immune-me-
diated clearance of microfilariae, or if there was drug-induced ste-
rility of adult filariae, the antigen test result in infected animals 
would be falsely negative. This means that the test result is neg-
ative when the animal is really infected35. Ogbaje and Abel-Dan-
juma (2016)36 confirmed modified Knott’s test to be the most 
sensitive in the diagnosis of canine dirofilariasis in dogs using par-
asitological technique.

Ranjbar-Bahador et al. (2007)37 showed that the sensitivity and 
specificity of antigen detection test kit were higher 92.85% and 
96.87%, respectively, when compared with modified Knott’s test 
at 85.71% and 91.60%, respectively.

CONCLUSION

The findings of the present study provide evidence for the prev-
alence and pattern of canine cardiac dirofilariosis in dogs (both 
stray and police) in Iraq’s Nineveh Governorate, requiring a phylo-
genetic analysis.
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Figure 2. Microfilariae of D. immitis stained with acridine orange 
stain. Magnification ×100 of the fluorescent microscope with a phone 
(Infinix) camera from top.
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