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Ozet: Bu galismada, ishalli buzagilar reklerinde serum prokalsitonin (PCT) ve secilmis proinflamatuar sitokin (TNF-a, IL-6) diizeyleri ile
hastaligin siddeti arasindaki iligkilerin tanimlanmasi amaglandi. Bu amagla 1-30 giinliik yasta farkli irklardan (holstein, simental, jersey) 45
adet ishalli buzagi ve 15 adet 1-30 giinliik saglhikli buzagi (Grup 1) ¢aligmaya dahil edildi. Hasta grubu ishalli buzagilar 3 gruba ayrildi. Grup
2: hafif (n=15), Grup 3: siddetli (n=15), Grup 4: ise komatéz (n=15) hasta gruplarmni olusturdu. Buzagilarin vena jugularis’lerinden tam kan
sayimi, kan gazi analizleri ve ELISA analizleri i¢in uygun kan 6rnekleri alindi. TNF-a, IL-6 ve PCT analizleri ticari ELISA Kitlerinin uygulama
prosediirlerine gore yapildi. Hafif (456.54 + 115.35 ng/ml), siddetli (473.19 + 120.50 ng/ml) ve komat6z (459.51 + 99.14 ng/ml) ishalli
buzagilarin ortalama PCT konsantrasyonlari, saglikli buzagilardan (315.70 + 83.90 ng/ml) elde edilen degerlerden istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek bulundu (p<0.01). Sonug olarak serum PCT diizeylerinin enfeksiyéz buzagi ishallerinde giivenilir bir yangisel biyobelirteg
oldugu, hastaligin takibi ve siddetinin belirlenmesinde kullanilabilecegi degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Diyare, Kan, Prokalsitonin, Buzagi, Teshis

Procalcitonin and Cytokine Levels in Calves with Diarhoe

Abstract: This study aimed to define the relationships between procalcitonin (PCT) and selected proinflammatory cytokine (TNF-a, IL-6)
levels in the serum of calves with diarrhea and the severity of the disease. For this purpose, 45 diarrheal calves of different breeds (Holstein,
Simmental, Jersey) aged 1-30 days and 15 healthy calves (Group 1) aged 1-30 days were included in the study. Diarrheic calves used in the
study were divided into 3 groups. Group 2: Mild (n=15), Group 3: Severe (n=15), and Group 4: Comatose (n=15) patient groups. Blood samples
suitable for complete blood count, blood gas analysis and ELISA analysis were taken from the jugular vein of the calves. TNF-a, IL-6 and PCT
analyzes were performed in accordance with the application procedure of commercial ELISA kits. The mean PCT concentrations of calves with
mild (456.54 = 115.35 ng/ml), severe (473.19 £ 120.50 ng/ml) and comatose (459.51 + 99.14 ng/ml) diarrhea were statistically higher than the
values obtained from healthy calves (315.70 + 83.90 ng/ml). As a result, it was evaluated that serum PCT levels are a reliable inflammatory
biomarker in infectious calf diarrhea and can be used in monitoring and determining the severity of the disease.

Keywords: Diarrhea, Blood, Procalcitonin, Calf, Diagnosis

1. Giris

Yenidogan buzagilarin immun savunma sistemi dogum
aninda yeterince gelismedigi i¢in infeksiyonlara karsi
spesifik bir immun cevap veremez. O nedenle buzagilarin
immun sistemleri tamamen gelisinceye kadar anadan gelen
immunglobulinlerle (1g) saglanan pasif bagisiklik gereklidir
(1,2). Yeterli maternal bagisikligin saglanamadig1 ve pasif
transfer yetmezligi (PTY) gelisen buzagilarda yeni dogan
Olumlerine ve sonraki siiregte gelisim yetersizliklerine
rastlanir. Ozellikle Escherichia coli gibi bakteriyel, viral
(s1g1r rotaviriis [BRV], sigir koronaviriis [BCoV]) ya da
paraziter  (Cryptosporidium spp.) enteritislere  bagh
septisemilerde mortalite oran1 oldukca yiiksektir (3,4).
Ishaller siit emen buzagilarda morbidite ve mortalitenin en
yaygin nedenidir (5,6). Neonatal buzagilarin sepsis
olgularinda veya siipheli sindirim sistemi enfeksiyonlarinda

sistemik yangisal cevap olusur (2). Son yillarda neonatal
buzagi ishallerinde sistemik yangisal cevabin teshisi ve
prognozunda umut vadeden biyobelirtegler arasinda
Presepsin, TNF-a, IL-10, IL-6 ve Proklasitonin (PCT) yer
almaktadir (7,8 ).

Prokalsitonin, 116 amino asitten olusan bir peptit olup,
kalsiyum  homeostazindan  sorumlu  olan  kalsitonin
hormonunun onciisiidiir. Tiroid bezinin disinda, sepsis
durumlarinin yani sira, akciger ve bagirsaklardan da dolasima
salinabilir. Saglikli bireylerde c¢ok disiik diizeylerde
bulunurken, bakteriyel hastaliklarda TNF- o, IL-6 ve IL-8
sonrast artist PCT’nin hizlica yiikseldigi, 6zellikle septisemi
de, normal serum diizeylerine gore yiiz kata kadar
artabilecegi bildirilmistir (9). Prokalsitonin’in seviyesi
ozellikle bakteriyel kaynakli proinflamatuvar bir uyarana
yanit olarak yiikselise gecer. Viral enfeksiyonlarda ve
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enfeksiyoz olmayan enflamatuvarlarda onemli bir artis
gostermedigi de bildirilmektedir. Yangmin baslamasiyla
birlikte PCT esasen iki alternatif mekanizma tarafindan
birinci yol  mikroorganizmalardan  gelen
lipopolisakkarit (LPS) veya diger toksik metabolitler
tarafindan indiiklenen direkt yoldur. Digeri IL-6, TNF-a, vb.
gibi cesitli inflamatuar mediatorler tarafindan indiiklenen
dolayli yoldur (10,11).

uretilir;

Ciddi enfeksiyonlar ve sistemik cevapla birlikte insanlarda
PCT seviyesi 100 ng/ml’ye kadar yiikselebilmektedir.
Veteriner Hekimligi alaninda PCT diizeyleri kopeklerde (12-
14), atlarda (15,16), koyunlarda (17), kecilerde (18) ve
sigirlarda (19-21) gesitli hastalik durumlarinda arastirilmstir.
Saglikli ve septik buzagilar ile neonatal sepsisli buzagilarda,
tedavi 6ncesi yiiksek PCT diizeylerinin tedaviye bagli olarak
onemli oranda azaldig1 ve kontrol grubu degerlerine ulastig
tespit edilmistir (22,23). Bununla birlikte sepsis disinda
ozellikle wviral, bakteriyel ve paraziter kokenli buzag
ishallerinde hastaligin  siddetine bagli olarak farkh
derecelerdeki yaygin buzagi enfeksiyonlarinda
proinflamatuar sitokinlerle birlikte bu parametrenin analiz
edildigine dair bir caligmaya rastlanmamuigtir.

Prokalsitonin’in analitik 6zellikleri hakkindaki bilgiler
tartigmalidir. Baz1 ¢aligmalarda yenidoganlarda sepsis tanisi
icin PCT'nin C reaktif protein (CRP) 'den daha giivenilir
oldugu belirtilmekle birlikte; enfeksiydz buzagi ishallerinde
hastaligin siddetine gore prokalsitonin diizeylerini arastiran
caligmalara halen ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismada iilkemizde
yaygin seyreden buzagi ishallerinde hastaligin siddetini ve
yangisal siiregleri takip edebilmek i¢in serum PCT ve sitokin
diizeylerinin  buzagilardaki aragtirilmast
amaglanmaktadir.

Oneminin

2. Materyal ve Metot

Bu arastirma, Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulunun 13.01.2016 tarih ve 16/010 nolu kararmna
iligkin alinan etik kurul onay1 ile gergeklestirildi.

2.1. Hayvan Materyali

Aragtirma Erciyes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Egitim-
Arastirma ve Uygulama Hastanesi, Biiyiik Hayvan Klinigi,
buzag1 linitesine teshis ve tedavi amaciyla getirilen 45 ishalli
ve farkli bir ¢iftlikten alinan onay ile tamamen saglikli 15 adet
buzag tizerinde yiriitiildii. Farkli yaslarda (1-35 giinliik) ve
farkli wrklardan, toplam 45 adet [Simental (n=15), Holstein
(n=15), Montofon (n=5), Jersey (n=10)] ishalli buzag1 (25
erkek, 20 disi) ve 15 adet (9 erkek, 6 disi) 1-35 giinliik saglikh
buzagi [Simental (n=5), Holstein (n=5), Jersey (n=5)]
calismaya dahil edildi (Grup 1). Caligmaya dahil edilen ishalli
buzagilar; viicut sicakligi, nabiz frekansi, solunum sayis1 ve
genel durum degerlendirmesini iceren tam bir fiziksel
muayeneye tabi tutuldu. Elde edilen klinik bulgular ve
dehidrasyon derecesine gore buzagilar her grupta 15 buzagi

36

olacak sekilde hafif (Grup 2), akut/siddetli (Grup 3) ve
komatdz (Grup 4) olarak ii¢ gruba ayrildi.

Emme egilimi, buzagmin davranisi (ayakta durma yetenegi),
viicut 1s1s1, kalp atis hiz1 gibi klinik belirtiler ile Asit-Baz
dengesi endeksleri, dehidrasyon derecesi ve asidozun
ciddiyetine gore siniflandirma yapildi. Bu siniflandirma
yapilirken dnceki benzer ¢aligmalarda da kullanilan invazif
olmayan bes noktali swrali 6lgek klinik degerlendirme
puanlama tablosu temel alindi (24,25).

2.2. Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Muhafaza Edilmesi

Calismaya dahil edilen buzagilarin juguler ven’lerinden 5 ml
kan ornegi alindi. Alinan kan &rnekleri 3000 rpm’de 15
dakika siireyle santrifiije edildi. Serum ve plazma &rnekleri
500 pl’lik alikotlar halinde -204+2.0 °C’de muhafaza edildi.

2.3. Ishalin Etiyolojik Tamsi

Calismaya dahil edilen tiim buzagilardan ticari buzag ishal
kitleri kullanilarak ishale yol acan etiyolojik ajanlar testlerin
pozitiflik durumuna gore belirlendi. Sagliklilarda ise bu
testler negatif olarak tespit edildi.

2.4. Tam Kan Sayim Analizleri

Tiim buzagilarin juguler ven’lerinden teknigine uygun olarak
vakumlu EDTA’l1 kan toplama tiiplerine 4 ml kan 6rnekleri
toplandi. Aliman kan 6rnekleri homojenizatér ile 3 dk siireyle
tam kan saymm cihazi
Boule Medical AB,

homojenize edildikten sonra
(Veterinary hematology analyzer,
Spanga, Sweden) ile analizleri yapildi.

2.5. Kan Gaz1 Analizleri

Kan gazlar1 analizi i¢in lityum heparin igeren enjektorlere
vena jugularis’ten 1 ml kan 6rnekleri alindi ve kan gazi analiz
cihazi ile (Radiometer, ABL80 Flex, Brenshgj, Denmark)
6lgtimleri yapildu.

2.6. ELISA Analizleri

Alinan kan orneklerinden elde edilen serumlarda PCT
(Bovine PCT ELISA Kiti, SunRed, katalog no; 201-04-0183),
IL-6 (Bovine IL-6 ELISA Kiti, SunRed, katalog no; 201-04-
0008), ve TNF-a (Bovine TNF-o ELISA Kiti, SunRed,
katalog no; 201-04-0007) diizeyleri ticari test kiti kullanilarak
test prosediiriine gore analiz edildi. Sonuglar Biotek ELx800
ELISA cihazinda 450 nm’de okundu.

2.7. istatistiksel Analizler

Veriler IBM-SPSS for Windows Release 25.0 Programi
(SPSS Inc, Chicago, IL, ABD) kullanilarak analiz edildi.
Verilerin normal dagilima uygun olup olmadig: histogram, Q-
Q grafikleri ve  Shapiro-Wilk  testi  kullanilarak
gerceklestirildi. Normal dagilim gosteren veriler ortalama ve
standart sapma (SD) olarak gésterildi. Normal dagilima sahip
olmayan veriler ise medyan (25. ve 75. yiizdelikler) olacak
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sekilde ifade edildi. Normal dagilim gosteren veriler tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile analiz edildi. Normal
dagilim gostermeyen veriler Kruskall-Wallis testi ile analize
tabi tutuldu. P degerinin <0.05 olmasi istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

3. Bulgular
3.1. Fiziksel Muayene Bulgulari

Hafif siddetli hasta grubu (Grup 2); ayakta, emme egilimini
koruyan, hafif diizeyli dehidrasyon derecesi ile hafif diizeyli
asidoza sahip buzagilardan olustu. Orta derecede ishalli
buzagilar genellikle zayif emme egilimi gosteren ve sternal
pozisyondaki, hafif- orta derecede dehidrasyon ve asidoza
sahip buzagilardi (Grup 3). Siddetli olgular ise ishal ile
birlikte emme refleksi olmayan, yan yatar pozisyondaki,
hipotermi, tasikardi, biling kaybiyla birlikte orta ila siddetli
dehidrasyon, siddetli asidozis olan buzagilardan olugtu (Grup
4). Komatoz ishalli buzagilarin viicut sicakligi (°C) degeri
(36.67 + 1.81) saglikli (38.58 + 0.31) hafif (38.85 + 0.60) ve
siddetli (38.11 + 1.23) ishalli buzagilardan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisik bulundu (Sirasiyla; P=0.002,
P<0.001, P=0.009). Komatdz ishalli buzagilarin solunum
sayist ortalamasi (28.0 (24.0-32.0)), saglikli buzagilarin
ortalamasindan (44.0 (44.0-47.0)) istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulundu (P=0.026). Diger gruplar arasinda
solunum sayist degiskeni agisindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde bir fark goriilmedi (P>0.05). Gruplar
arasinda nabiz sayisi degiskeni agisindan ishalli buzagi
gruplarinda sagliklilara gore sayisal yiiksek ortalama degerler
disinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir fark goriilmedi
(P>0.05).
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3.2. Buzag ishali teshis Kiti sonuclar

Calismaya dahil edilen ishalli buzagilarin hizli tani kitleri ile
yapilan sonucunda; %15.6’sinda  (7/45) sigir
coronavirus (BCoV), %17.8’inde (8/45) sigir rotavirus
(BRV), %33’iinde (15/45) ETEC K99+, %33.3’linde (15/45)
Cryptosporidium spp. tespit edildi.

analiz

3.3. Tam Kan Sayimi Bulgulari

Komatoz ishalli buzagilarin (Grup 4) ortalama WBC degeri
saglikli, hafif ve siddetli ishalli buzagilardan istatistiksel
olarak anlaml diizeyde yiiksek bulundu (Sirastyla; P=0.012,
P=0.002, P=0.002). Diger gruplar arasinda WBC degiskeni
acisindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir fark
goriilmedi (P>0.05). Komatoz ishalli buzagilarin ortalama
monosit ve graniilosit diizeyi hafif ve siddetli ishalli
buzagilardan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulundu (Sirasiyla; P=0.013, P=0.001). Komatoz ishalli
buzagilarin ortalama lenfosit ve monosit degerleri hafif ve
siddetli ishalli buzagilardan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulundu (Sirasiyla; P=0.034, P=0.027).

Komatdz ishalli buzagilarin ortalama RBC, hematokrit ve
hemoglobin degerleri hafif ishalli buzagilardan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (P=0.020).

3.4. Kan Gazlar1 Analiz Bulgulan

Ortalama pH, pCO2 (mmHg), pO2 (mmHg), K+ (mmol/L),
Cl-(mmol/L), Laktat (mmol/L), HCO3 (mmol/L), Base
Excess (BE), Anyonik Gap, (mmol/L) degerleri arasinda
gruplar arasinda istatistiksel farkliliklar belirlendi. Saglikli ve
ishalli buzagilarda olgiilen kan gazi parametreleri ve
istatistiksel farkliliklar1 agagidaki tabloda sunuldu (Tablo 1).
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Tablo 1. Saglikli ve ishalli buzagilarda olgiilen ortalama kan gazi parametrelerinin karsilastirilmasi.

Gruplar
Grup 1 (Saghkl)) | Grup 2 (Hafif) Grup 3 (Siddetli) | Grup 4 (Komatoz) P deseri
(n=15) (n=15) (n=15) (n=15) g
7.40 +£0.06 7.37+0.10 7.27+0.13 7.10+0.15
pH A A B B <0.001
pCO: 37.10£9.78 38.83+£5.69 40.34 11.04 42.79 + 13.68 0.048
(mmHg) A AB AB B '
pO:2 49.50+7.91 38.33+£5.94 35.0+8.78 33.73+£11.42 0.045
(mmHg) A AB B B '
Na* 137.40 +£3.57 133.87 £7.55 132.27+8.90 141.60+14.60 0.063
(mmol/L)
K* 4.73 £0.49 5.36x1.14 5.68+1.54 6.10+1.54 0.047
(mmol/L) A AB B B '
Ca*™ 1.24+0.10 1.22+0.10 1.23+0.11 1.31+0.18 0.265
(mmol/L)
CI 96.70+4.37 94.27+8.28 88.73+6.03 70.67+10.82 0.020
(mmol/L) A AB B B
Lactat 2.454+3.13 3.02+2.69 3.824+2.68 3.084+2.46 0.714
(mmol/L)
HCOs 26.02+1.82 25.51+£5.34 22.14+6.95 15.10+5.23 <0.001
(mmol/L) A AB BC C '
Base Excess 3.23£1.74 -0.50+6.37 -4.01+7.79 -15.39+8.33 <0.001
(BE) A A B B '
Anyonik Gap 13.14+2.92 16.21+9.84 21.38+4.98 28.83+5.69 <0.001
(mmol/L) A AB BC D '

3.5. Prokalsitonin, Interlokin-6 (IL-6) ve Tiimor Nekrozis
Faktor- o (TNF-a) ELISA Bulgulan

Gergeklestirilen ELISA analizleri sonucunda PCT, IL-6 ve
TNF-a ortalama konsantrasyonlari Tablo 2’de gosterildi.
Ayrica her bir parametredeki degisimler grafiklerle ifade
edildi (Sekil 1, 2 ve 3).

Hafif ishalli buzagilarin (Grup 2) PCT
konsantrasyonu saglikli buzagilardan (Grup 1) istatistiksel
olarak anlaml diizeyde yiiksek bulundu (P=0.011). Siddetli
ishalli buzagilarin (Grup 3) ortalama PCT konsantrasyonu
saglikli buzagilardan istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yliksek bulundu (P=0.004). Komatdz ishalli buzagilarmn
(Grup 4) ortalama PCT konsantrasyonu saglikli buzagilardan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu

ortalama
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(P=0.007) (Tablo 2). Diger gruplar arasinda PCT degiskeni
acisindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir fark
goriilmedi (P>0.05).

Grup 2’de ortalama IL-6 (ng/L) konsantrasyonu Grup 1
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulundu (P=0.038). Diger gruplar arasinda IL-6 (ng/L)
degiskeni acisindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir
fark goriilmedi (P>0.05).

Grup 4’deki ortalama TNF-a (ng/L) konsantrasyonu Grup 1
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulundu (P=0.014). Diger gruplar arasinda TNF-a (ng/L)
istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir fark gorilmedi
(P>0.05).
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Tablo 2. Saglikli ve ishalli buzagilarda 6lgiilen ortalama PCT, IL-6 ve TNF-a konsantrasyonlarinin kargilastirilmast.

Gruplar
Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 p
(Saghkh) (Hafif) (Siddetli) (Komatbz) | [ °
(n=15) (n=15) (n=15) (n=15) g
PCT | 31570£83.90 | W03%% 1 49319112050 | 459.51+99.14 n
115.35 0.002
(ng/ml) A B B B
385,52+ 575.73 + 435.65 +
(:‘L/'E) 125.89 167.44 126:02 < 17388 165.63 0.049*
g A B AB
TNF-a | 4894549122 | H90%= 1 gyq4y 11601 | 00233% .
169.23 137.33 0.018
(ng/L) A AB AB B

]
B

PCT (ngimi)
g
B

N T

Saglikh Hafif

Siddetli
Gruplar

Komatéz

Sekil 1. Saglikli ve ishalli buzagilarda dlgiilen PCT (ng/mL)
diizeylerinin grafik ile gosterimi

60000

40000 i

Saglkh Hafif

1L (nglL)

Siddetli Komatdz

Gruplar

Sekil 2. Saglikli ve ishalli buzagilarda olgiilen IL-6 (ng/L)
diizeylerinin grafik ile gosterimi.
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100000
w00
1 i i
a0 g0
Saghkh Hafif
Gruplar

TNF-a (nglL)

Siddetli Komatéz

Sekil 3. Saglikli ve ishalli buzagilarda 6lgiilen TNF-a (ng/L)
diizeylerinin grafik ile gdsterimi.

Prokalsitonin i¢in kesim noktast >363.94 alindiginda
duyarlilik; %84.6, ozgiillik; %14.3, LR; 5.92, AUC; 0.931
olarak hesaplandi. Prokalsitonin, IL-6 ve TNF- «
degiskenlerine ait ROC analizi sonuglar1 Tablo 3’de ve Sekil
4’de ifade edildi.
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Tablo 3. ROC analizi sonucunda PCT, IL-6 ve TNF-a i¢in duyarlilik, 6zgiillikk, LR ve AUC degerleri.

Degiskenler Kriter Duyarhlik

Ozgiilliik LR AUC

PCT (ng/ml) >363.94 %84.6

IL-6 (ng/l) >477.41 %42.3

TNF-a (ng/l) >587.60 %50.0

ROC Curve

|

]

\

0§

Sensitivity

04

—PCT

—ILE

02 TNF-Alfa
Reference Line

00 02 04 06 08 10

1 - Specificity

Sekil 4. PCT, IL-6 ve TNF-alfa degiskenlerine ait ROC
analizi sonuglari.

4. Tartisma ve Sonug

Neonatal buzagi ishali biitiin diinyada sigir yetistiriciliginin
en dnemli sorunlarindan biridir (26,27). Ishalli buzagilarin
genel durum Kategorileri ile prognoz arasinda yakin bir iligki
vardir (25,27,28). Mevcut c¢alismada, ishalli buzagilarmn
hastalik tablosunu yansitan genel klinik goriiniimlerinin,
vital, hematolojik ve kan gazi analiz bulgularmin &nceki
caligmalarda ishalli buzagilar i¢in bildirilen sonuglarla
uyumlu oldugu gozlenmistir. Hasta gruplarinda hastaligin
siddeti ile uyumlu bigimde ¢esitli derecelerde dehidrasyon,
metabolik asidozis ve yiiksek anyonik gap degerlerinin ishalli
buzagilardaki degerleri yansittigi belirlenmistir (Tablol).
Ayrica ilgili sonuglarin hastaligin siddeti arttikga daha dnemli
oldugu ve saglikli grup ile hafif ishalli gruptan 6nemli oranda
sapmalar gosterdigi de tespit edilmistir (29).

Interlokin IL-1pB, IL-6 ve TNF-o gibi sitokinlerin birgok
patofizyolojik durumda artabilecegi gosterilmistir (30). Bu
tez calismasinda da analiz edilen IL-6 ve TNF-a diizeylerinde
hasta gruplarinda sagliklilara gére onemli oranda artislar
belirlendi. Ayrica hastaligin siddeti ile orantili bigimde
yapilan degerlendirmede &zellikle IL-6 diizeylerinin orta ve
komatdz enfeksiyon durumlarinda saglikli ve hafif enfekte
gruba gore sayisal olarak yiiksek oldugu, fakat bu farkliligin
istatistiksel ~ olmadigr  goriilmistir.  Ortalama  IL-6
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%14.3 5.92 0.931

%14.3 3.0 0.717

%14.3 3.5 0.665

diizeylerinin daha ¢ok enfeksiyonun baslangi¢ donemlerinde
artis gdstermesi nedeniyle, caligma olgularinin hastaligin ileri
sathalarinda oldugu degerlendirildi. Bu ¢aligmada elde edilen
degerlerin Akgiil ve ark. (18), tarafinda yapilan ¢alisma ile
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte
yukaridaki ¢alismada &zellikle ortalama IL-6 diizeylerinin
calismamizdan elde edilen ortalama degerden daha yiiksek
oldugu goézlenmis, bu durumun Akgiil ve ark.’nin (18),
calismasinda hasta grubunun tamaminin daha agir hastalik
tablosu sergileyen septisemili buzagilardan olusmasi ile
iliskilendirilmistir. Kontrol gruplarindaki ortalama degerlerin
ise her iki ¢aligmada birbiri ile benzer oldugu belirlenmistir.

Mevcut ¢calismada hayatta kalma oranlari ortaya konulmamis
olsa da ishalli buzagilarda kontrollere gore yiiksek degerlerin
elde edilmesi IL-6 diizeylerinin diyagnostik ve prognostik
O6nemini ortaya koydu. Ayrica buzag: ishalinde hastalik
ilerlemesinin tahmini i¢in yararl bir tamamlayici parametre
oldugu bildirimleriyle de uyumluydu (22). Ayrica ROC
analizlerine gore ortalama PCT duyarliligimin IL-6 ve TNF-
a icin elde edilen degerlerden daha yiiksek olmasi nedeniyle
pozitif hastalarin belirlenmesinde daha etkili bir parametre
oldugu gorildi.

Prokalsitonin gibi AFP arastirmalarinda iligkili sitokin
diizeyleri mutlaka analiz edilmelidir. Ciinkii yangisal siiregte
PCT salinimi hiicresel immun yanitta indirekt olarak; IL-1j,
IL-6, IL-8, TNF-a gibi inflamatuvar sitokinler aracilig1
uyarilmaktadir (11).

Sistemik yangisal enfeksiyonu olan buzagilarda PCT
diizeylerinin sagliklilara gore artisi beklenen bir sonuctur.
Bununla birlikte onceki ¢aligmalarda gerek saglikli
kontrollerin gerekse ishalli ve septisemik buzagilardaki
sonuglar ile farkliliklar gdsterdigi izlenmistir. Arastirmacilar
arasindaki farkliliklar kullanilan analiz yonteminden kaynakli
olabilir. Yontemlerin 6l¢tim araligi, fonksiyonel duyarliligi,
tespit limitleri kullanilan teknige ve tahlile bagli olarak
degisir. Prokalsitoninin 6l¢iim araligi, fonksiyonel hassasiyet
ve tespit limiti sirastyla; 0.02-500 ng/ml, 0.05-0.24 ng/ml,
0.019-0,05 ng/ml arasinda degismektedir (31).

Bu calismada elde edilen gerek saglikli (400 ng/ml) gerekse
hasta grubu buzagilardan elde edilen sonuglarin onceki
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¢aligmalardan farkli diizeyde oldugu gozlenmistir. ELISA
sonuglarmi, ELISA kitinde kullanilan antikorlarm bu tip
analizler i¢in hayati 6nemi olan validasyon ve esik degeri gibi
parametreleri etkileyecektir. Sonuglar, daha once atlarda,
kopeklerde ve insanlarda bildirildigi gibi buzagilarda septik
SIRS sirasinda plazma PCT'nin arttigini  dogrulayan
calismalarla uyumlu bulunmustur (32-34). Ayrica, hem
saglikli buzagilarda hem de septik SIRS'li buzagilarda
ortalama plazma PCT  konsantrasyonlari, atlarda
bildirilenlere benzerdi (34), fakat kopeklerden daha yiiksek
bulundu (14). Ancak bu farkliliklar kullanilan ticari analiz
kitlerindeki ~ farkliliklara  dayandirilmaktadir.  Kontrol
grubunda elde edilen sonuglar, saglikli buzagilar igin
bildirilenlere gore daha yiiksekti. Ercan ve ark. (35),
septisemik kolibasiloz tanist konan yenidogan buzagilarda
PCT serum konsantrasyonlariin kolibasillozlu septisemik
buzagilarda saglikli buzagilara gore dort kat daha yiiksekti.
Bu c¢aligma kullanilandan farkli bir ELISA Kkitini
kullandigimiz ¢alismada hasta ve sagliklilar arasinda yaklasik
2 kati bir farklilik tespit edildi. Arastirmamizi diger
arastirmalardan farkli kilan diger bir durum da septik/SIRS'li
buzagilarin kullanilmamasidir. Bu nedenle akut ishalli fakat
sepsis belirtisi olmayan buzagilarda daha diisiik degerlerin
belirlenmesi olasidir. Kontrol grubuna gore hafif, komatdz ve
siddetli grupta farkliliklar olsa da, hastaligin siddeti agsindan
gruplar farklilk  goriilmedi. Plazma PCT
konsantrasyonlarinin hayatta kalmayan sepsisli buzagilarda
daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu sonug, insanlarda
sepsis, siddetli sepsis ve septik sok i¢in rapor edildigi gibi,
septik SIRS'li buzagilarda olumsuz sonucu tahmin etmede
plazma PCT'nin olasi bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir
(36). Septik buzagilar1 septik olmayan buzagilardan ayirt
etmek i¢in plazma PCT (67.39 pg/mL) i¢in sinir degeri elde
edilmistir. Fakat bu deger ¢alismalar arasinda; farkl
buzagilarm  kullanimi, farkli analiz ve yoOntemlerinin
kullanilmasi nedeniyle farklidir. Serum PCT diizeylerinin,
IL-6 ve TNF-a diizeylerinin rakamsal artislarina ragmen
hastaligin siddeti ile istatistiksel acidan uyumlu olmadigi
fakat hastalarda daha yiiksek seyrettigi bu c¢aligma ile de
belirlenmistir. Bu sonuglar klinik muayene ile birlikte PCT ve
sitokinlerin ~ 6l¢limiiniin, Mannheimia haemolytica ve
Histophilus somni ile dogal olarak enfekte olmus besi
danalarmin degerlendirilmesi i¢in yararli bir teshis ve

arasida

prognostik arag olabilecegini belirten arastirma ile uyumludur
(20).

Buzagilarda PCT arastirmalar1 daha ¢ok sepsis olgularinda
aragtirilmistir. Bu arastirmada buzagilarda sepsisi tanimlayan
ortak konsensusun halen sepsisi
kanitlayacak altin standart uygulama olan kan bakteri-viriis
nedeniyle sepsis

saglanamamasi ve

diizeylerinin analizinin yapilamamasi
olgular1 kriterleri dikkate almmamistir. Bu nedenle
arastirmamizdaki 6nceki bazi ¢aligmalardan farkli sonuglarin
elde edilmesi dogaldir. Farkli sonuglara ragmen, sunulan
arastirma tedaviyle birlikte sepsisli buzagilarda prokalsitonin
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konsantrasyonunun azaldigt ve prokalsitonin sepsisli
buzagilarda prognostik ve diagnostik olabilecegini belirten
aragtirma (23) ile bu yoniiyle uyumlu bulunmustur.

Bununla birlikte sunulan g¢alismay:1 kisitlayan ve oOnceki
calismalarda da (2,37) belirtilen; kan kiiltiiri pozitif
buzagilarin belirlenmemesi, sepsiste net kriterleri belirleyen
bir konsensusun olmamasi nedeniyle sepsis tablosu olan
buzagilarin dahil edilememesi, hayatta kalan ve yasayanlar
arasinda PCT analizlerinin yapilamamasi, ayrica dnceki olasi
antibiyotik  tedavisi, opsonize antikorlarin  varligi,
dolasimdaki bakteri sayisindaki farkliliklar, nispeten diigiik
ornek hacmi ve farkli hastalik evresi olasi faktorlerdir. Bu
faktorlerin mevcut sonuglar1 etkileme ihtimali s6z konusu
olabilir.

Sonugta; buzagilarda serum veya plazma PCT analizlerinden
elde edilen degerlerin iiretici firmalarin ELISA kitlerinin
farkliligina bagl olarak degisebilecegi, PCT nin ishalli hasta
buzagilart sagliklilardan ayirt etmede IL-6 ile birlikte
degerlendirilmesi gereken etkili bir biyobelirte¢ oldugu,
Serum PCT diizeyinin dogal ishallli buzagilardaki hastaligin
siddeti ile dogru orantili olmadigi, insan tibbinda 6nerildigi
gibi, plazma PCT'nin antibakteriyel tedavi
azaltmadaki roliinii arastirmak i¢in daha fazla aragtirma
yapilmasinin gerektigi degerlendirilmistir.
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Ozet: Sahipsiz hayvanlara iliskin problemler diinya gapinda yaygin olup, bu hayvanlarin zoonotik hastaliklari nakletme potansiyelleri Snemli
Olgtidedir. Sokak veya doga kosullarinda yasam miicadelesi veren, hastalanan ve tedavi edilemeyen ¢ok sayida sahipsiz hayvan zarar
gorebilmekte ve oliimle sonuglanan {iziicli durumlar ortaya cikabilmektedir. Hasta sahipsiz bir hayvana tedavi amaciyla klasik ila¢ uygulama
yontemleri ile yaklasildiginda, hayvanin uygulayiciya zarar verebilme ihtimali tedaviyi olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Bu nedenle sahipsiz
hayvanlarin tedavisinde, klasik ila¢ uygulama yontemleri bazen kullanim alani bulamamaktadir. Bu arastirma sahipsiz hayvanlar i¢in daha
kolay bir antiparazitik ilag uygulama yontemi ortaya konulmasini ve uygulayicinin daha az risk altinda tutularak hayvanlarin tedavisine katkilar
saglanmasini amaglamaktadir. Bu ¢alismada kopeklere bazi i¢ ve dis parazitlerin miicadelesinde kullanilan antiparazitik ticari bir ilag, ticari bir
yas mama ile birlikte verilerek yeni bir oral ilag uygulamas: gerceklestirilmis ve demodikozis hastaliginin tedavi edildigine dair bulgulara
rastlanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Sahipsiz hayvan, Yas mama, Antiparazitik ilag, Oral uygulama

Preparation and Application of Wet Food-Medicine Mixture for Internal and External
Parasite Control of Stray Animals

Abstract: Problems related to stray animals are widespread worldwide and their potential to transmit zoonotic diseases is significant. Many
stray animals struggling to survive on the streets or in nature, who become ill and cannot be treated, can be harmed and sad situations resulting
in death can occur. When a sick stray animal is approached with classical drug administration methods for treatment, the possibility that the
animal may harm the practitioner may adversely affect the treatment. For this reason, classical drug administration methods are sometimes not
used in the treatment of stray animals. This study aims to provide an easier antiparasitic drug administration method for stray animals and to
contribute to the treatment of animals by keeping the practitioner at less risk. In this study, a new oral administration of a commercial
antiparasitic drug used in the control of some internal and external parasites was performed by giving a commercial wet food to dogs and it was
found that demodicosis disease was treated.

Keywords: Stray animal, Wet food, Antiparasitic drug, Oral administration

1. Giris

18. yiizyilda Endiistri Devrimi’nin baslamasiyla birlikte is
imkanina ve daha kaliteli yasam kosullarina ulagmak
amactyla kirsal bolgelerden kentlere go¢ artmistir. Kitlesel
gocleri, savas ve dogal afetler de artan yonde etkilemistir.
Yogun go¢ donemlerinde, gd¢ eden hayvan sahipleri ticari
degeri bulunan ¢iftlik hayvanlarin1 satarken, ticari degeri
bulunmayan kedi ve kopek gibi hayvanlarmi birakip
gitmislerdir. Genellikle kedi ve kdpeklerden olusan evcil
hayvanlar, sahiplerinin vefati sonucu veya terk edilerek
basibos birakilmalar1 ile kimsesiz kalmaktadirlar (1).
Hayvanlarin terk edilmesi olaymin Tirkiye’de de birgok
ornegi bulunmaktadir. Cok sayida insan tatil bdlgelerinden
donerken sahip olduklar1 pet hayvanlarini  birakip

gitmektedirler (2). Bu gibi g¢esitli nedenlerle sahipsiz
hayvanlarin sayis1 gitgide artmakta ve bu hayvanlarin
yasadig1 problemler de ciddi boyutlara ulagmaktadir (1). 2022
yilinda diinya c¢apinda yaklasik olarak 600 milyon ve
Tiirkiye’de 10 milyon civarinda sahipsiz hayvan yer
almaktadir (3). 2018 yilina ait verilere gore Istanbul’da,
icinde 162.970 kedi ve 128.900 kopegin oldugu toplam
291.870 sahipsiz hayvan yer almaktadir (4). Doga ile iliskisi
kismen koparilmalar1 nedeniyle dogada yasama yetenegi
azalmis hale gelen bu hayvanlar yerlesim alanlarinda zor
sartlarda yasam kavgasi vermektedirler. Saglik problemleri
de sahipsiz hayvanlarin karsilagtiklar1 6nemli sorunlardandir
(1). Diinya Saghk Orgiitii verilerine gére son on yilda
insanlara etki eden ve yeni tanimlanan enfeksiy6z etkenlerin
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%60’dan fazlasin1 hayvanlar veya hayvansal kaynakli tirtinler
olusturmaktadir. Zoonoz nitelikteki bu enfeksiyonlarin
%70’inin kaynagi ise vahsi yasamdir (5). 30 ila 40’1 kdpek ve
kedi kaynakli olmak iizere 250°den fazla zoonoz hastalik
bulunmakta ve insanlara bulasabilmektedir (6). Sahipsiz
hayvanlarin zoonoz hastaliklar1 bulastirabilme ihtimalleri ise
%50’leri bulmaktadir (7).

Giliniimiizde tedavi edilemeyen ¢ok sayida sahipsiz hayvanin
saglig1 bozulmakta hatta 6liimle sonuglanan dramatik tablolar
ortaya ¢ikabilmektedir. Bunu 6nlemek amaciyla basvurulan
klasik ila¢ uygulama yontemleri bazen yeterli olamamaktadir.
Hasta sahipsiz bir hayvana tedavi agisindan yardim etmek
istenebilmekte fakat diger tedavi yontemleri ile uygulama
(enjeksiyon, hap uygulamasi, enseye damla, sprey vs.)
yapabilmek igin yaklagsmak, hayvani tutmak veya zapturapt
altina almak gerekmektedir. Sahipsiz hayvanin yardim etmek
isteyen kisiye zarar verebilecegi (isirma, tirmalama vs.)
diisiincesi bu tedaviyi negatif yonde etkileyebilmektedir.
Dolayisi ile hayvanlar tarafindan isirilma, tirmalanma gibi

risklerin yani sira zoonoz bazi hastaliklar agisindan da insan
sagligina yonelik riskler ortaya ¢ikabilmektedir. Bu olumsuz
etkilerin ve risklerin 6niine ge¢mek i¢in yeni arastirmalara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu aragtirma sahipsiz hayvanlara daha
kolay bir antiparazitik ilag uygulamasi ortaya koymayi ve
uygulayicinin - minimum risk altinda bu hayvanlarmn
tedavisine katki saglamay1 amaclamaktadir. Bu aragtirma ile
yeni bir oral ila¢ uygulamasi ger¢eklestirilmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Hayvan Materyali

Bu calisma Yozgat Belediye Baskanligi Veteriner Isleri
Midirliigi’niin  02.12.2022 tarihli, E-75532628-757.01-
18176 sayil izni ve Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun 03.08.2023 tarihli, 23/148 say1li izni
cergevesinde ylriitiilmiistiir. Calismada Yozgat Belediyesi
Gegcici Hayvan Barmagi’na ait 6 adet disi kopek kullanilmigtir
(Tablo 1).

Tablo 1. Kopeklere ait bilgiler, kullanilan ila¢ dozu ve uyuz siipheli kopekler.

Denekler Ik Yas Uygulanan . mama-ilag U“yuz . ID"errJodex spp. Cyst0|.s.o§'pora Tedavi
(ay) karigimi (adet)/ ila¢ dozu (g) siiphesi  goriilen spp. goriilen
1.Kopek  Pointer 10 26 2 adet /0,5 gilag - - + -
. Kangal .
+ - - -
2. Kopek Melezi 24 37 3 adet /0,75 gilag
. Kangal .
3. Kdpek Melezi 12 25 2 adet /0,5 gilag - - - -
4 Kopek K9 o, o9 3 adet/0,75 gl + + "
$ope Melezi adet78,7> g fag
s.Kepek  RA9 56 4 4 adet/ 1 ila + + - "
RoP Melezi grla¢
6.Kopek OMEr 36 g 2 adet/ 0.5 g ila - - - -
P Melezi o Brag
2.2. Antiparazitik yas mama-ila¢  Kkarisiminin bu ilaglar hassas terazide (Radwag PS 750.R2) 0.25 g dozlara
hazirlanmasi ayrilarak ependorf tiiplerine konulmustur. Her birinde 12 adet

Antiparazitik karigimin hazirlanmasinda cezbedici olarak
ticari bir yas mama (Royal Canin ®, Exigent, Fransa)
kullanilmistir. Mamanin bir paketi 85 g agirliginda olup 4
paket mama kullamilmistir. Laboratuvarda yas mama
karistirma kabina konularak iizerine 7 ml distile su katilmis
ve blendir (CVS DN 1275 Mono Stick) vasitasiyla
parcalanarak daha homojen hale getirilmistir. Sonra temin
etmis oldugumuz hem i¢ parazit hem de dis parazit
tedavisinde kullanilmakta olan tablet formundaki 1 graminda
10 mg ivermectin, 250 mg praziquantel etken madde igeren
(Dicromec ®, Anadolu Ilag, Tiirkiye) antiparazitik ilaglar
havanda doviilerek pargalanip toz haline getirilmistir. Sonra
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hiicre bulunan 2 adet buz kalib1 kullanilmistir. Bir buz kalib1
icin 2 paket (170 g) yas mama kullanilmistir. Sonrasinda
homojen hale getirilmis olan yas mama, buz kaliplarinin her
bir hiicresinin yarisina kadar sikistirilarak konulmus ve
sikisan mamalarin isaret
vasitasiyla ¢ukur agilmustir. flag dozlarmi kontrol altinda
tutabilmek icin buz kalibinin her hiicresindeki bu ¢ukurlara

orta yerlerine parmagimiz

ependorf tiiplerine ayrilmis olan 0.25 g ilaglar eklenmis ve
tizerleri tekrar yag mama ile kapatilmugtir (Sekil 1).

Bu iglemlerin sonunda buz kalibinin her hiicresinde yaklasik
olarak 15 g karistm hazir hale gelmistir. Karigim
bozulmamasi ve uygulama esnasinda dagilmamasi i¢in derin
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dondurucuya kaldirtlmis ve kullanima hazir hale getirilmistir
(Sekil 1).

Q. S0

Sekil 1. Yas mamalara toz formda ilag eklenmesi (A),
ilaclarin lizerlerinin kapatilmasi (B), dondurulmus yas mama-
ila¢ kartsimi (C) ve kullanima hazir yas mama-ilag karigimi

(D).

2.3. Barmnak ziyaretleri, barinaktaki ve laboratuvardaki
uygulamalar:

Barinak 1. giin, 2. giin ve 14. giin olmak iizere ii¢ kez ziyaret
edilmistir. Birinci giin hazirlamig oldugumuz yas mama-ilag
karisimi ve gerekli arag geregler alinarak Yozgat Belediyesi
Hayvan Barmagi’na ilk ziyaret ger¢eklestirilmistir. Barinakta
altr adet disi kopek iizerinde galisma yapilmistir. Barmaktaki
kopekler olasi dis parazit (bit, pire, kene, uyuz vs.) ve diski
ile atilan helmintler yoniinden inspeksiyon ile makroskobik
olarak incelenmistir. Inceleme sonunda alt1 kdpekten iigiinde
(2., 4. ve 5. kopekler) uyuz belirtileri goriilmiistiir (Tablo.1).
Bunun disinda herhangi bir dig parazite (bit, pire, kene, vs.)
ve digki ile atilan helminte rastlanmamistir. Yas mama-ilag
karisimi uygulanmasi oncesinde kopeklerin fotograflar
cekildikten sonra uyuz siipheli kopeklerden deri kazintisi
alimmigtir (8). I¢ parazit yumurta vs. varlh@ yoniinden
incelenmek {izere her bir kopekten ayr1 ayr taze digkilar
almarak numune kaplarina konulmustur (9). Kopekler ilag
kullanim dozunu belirlemek {izere baskiil vasitasi ile
tartilmistir. Tartim iglemi kdpeklerin biiyiik ciisseli olmasi
nedeniyle kisi ile birlikte kucakta tutmak seklinde yapilmus,
kisinin agirhigr toplam agirhiktan ¢ikarilarak net agirliklar
kayit altina alinmistir. Yas mama-ilag karisimi kopeklere
canli agirliklarina gore ilag prospektiisiinde belirtilen doz (50
kg/ 1 g) baz alinarak verilmistir (Tablo.1).

Kopeklerin - yag mama-ilag olan ilgisi

gozlemlenmis ve video ile kayit altina alinmustir (Sekil 2).

karigimina
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Once deri kazintilar1 mikroskopla (Zeiss Primostar) 10X ve
40x biiyiitmelerde incelenmistir. Sonrasinda ise diski
numunelerinde i¢ parazit varligini arastirmak tizere doymus
tuzlu su ile flotasyon yontemi uygulanmistir (10). Diski
numuneleri mikroskopla (Zeiss Primostar) 10x ve 40x
biiyiitmelerde incelenmistir. Ikinci (ertesi) giin Yozgat
Belediyesi Hayvan Barmagi‘na ikinci ziyaret
gerceklestirmistir. Kdpeklere verilmis olan ilaclarin solucan
distiriici  etkisiyle diskida goriilmesi muhtemel olan
helmintlerin ~ varligint  arastirmak iizere inspeksiyonla
makroskobik olarak inceleme yapilmigtir. Ayrica kdpekler
dis parazit varlig1 agisindan da tekraren makroskobik olarak
incelenmigtir. On dordiincii giin barnak vasita ile yeniden
ziyaret edilmis ve tekrar kopeklerden diski numunesi
alinmigtir (9). Ayrica uyuz etkeni goriilmiis olan iki képekten
de deri kazintis1 alinmastir (8). Uyuz siipheli kdpeklerin tekrar
fotograflari ¢ekilmistir. Geri laboratuvara doniilerek tekraren
ayn1 sekilde digki ve deri kazintilar1 ayni yontemler ile
incelenmistir.

3. Bulgular

Barmaga yapilan ilk ziyarette (1. giin) kopeklerin tamaminin
yas mama-ilag¢ karisimina olan ilgisinin olumlu yénde oldugu
ve karigimi yuttuklart gozlemlenmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Yas mama-ila¢ karigiminin kdpek tarafindan
tiiketilmesinin video ile kayd1 sonrasi elde edilen goriintiiler.

Buz formdaki yas mama-ilag¢ karisiminin bir kismi kopeklere
tamamen ¢Ozdiiriilerek verilmis fakat bazi karigim
numunelerinin ~ dagilarak ~ formlarmin  bozulabildigi
gozlemlenmistir. Bir kism1 da biraz ¢ozdiiriilerek verilmis ve
karigim numunelerinin formunu korudugu goézlemlenmistir.
Kopeklerden bazilarmin daha soguk formdaki bu karisimi
biraz daha ¢ekimser sekilde yedigi gozlemlenmistir. Uyuz
stipheli ii¢ kopekten ikisinde (4. ve 5. kopekler), uyuz etkeni
olan Demodex spp. bulunmustur (Sekil 3).
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Sekil 3. Dordiincii kopekten alinan deri kazintisinda
karsilagilan Demodex spp. (40x).

Bir kopekte protozoer etken olan Cystoisospora spp.’nin
sporlanmis ve sporlanmamis ookistleri ile karsilagilmistir
(Sekil 4, Sekil 5).

*

Sekil 4. Birinci kdpekten alinan digkida rastlanan sporlanmig
Cystoisospora spp. ookisti (40x)

Sekil 5. Birinci kopekten alinan diskida karsilagilan
sporlanmamig Cystoisospora spp. ookisti (40x)

Cystoisospora spp. disinda herhangi bir i¢ paraziter etken
goriilmemistir. Barinaga yapilan ikinci ziyarette (2. giin)
inspeksiyon ile makroskobik incelemelerde kopeklerin
diskilarinda herhangi bir helmint varligina ve farkli bir dis
paraziter etkene rastlanmamustir. Barmaga 14. giin yapilan
ziyarette inspeksiyon ile makroskobik incelemelerde, daha
once deri kazintilarinda uyuz teshis edilmis olan képeklerdeki
deri lezyonlarinda tedavi sonrasi iyilesme durumu dikkati
¢ekmistir (Sekil 6, Sekil 7).
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Sekil 6. Dordiincii kopekte goriilen tedavi oncesi (A) ve
tedavi sonrasi (B) goriintiiler.

Sekil 7. Besinci kopekte goriilen tedavi 6ncesi (A) ve tedavi
sonrasi (B) goriintiiler.

Ugiincii ziyarette (14. giin) alinan numunelerde diskida yine
birinci kopekte Cystoisospora spp. ookistleri goriiliirken deri
kazintisinda Onceki ziyaretimizde Demodex spp. goriilen
dordiincii ve besinci kopeklerde herhangi bir etkene
rastlanmamustir.

4. Tartisma ve Sonug¢

Kopeklerde yas mama ile birlikte oral yolla antiparazitik ilag
uygulamasi olumlu sonu¢lanmistir. Yas mama ile verilen
antiparazitik ilacin dis paraziter etken olan Demodex spp.
uyuzu ile enfeste kopeklerin tedavisine olumlu yanit verdigi
goriilmiistiir. Yas mama ile verilen antiparazitik ilacin etki
edebilecegi i¢ parazitlere rastlanmamis olup ilacin ig
parazitlere etkisi lizerine herhangi bir sonuca ulagilamamaistir.
Ilaglarin kdpeklere oral olarak verilmesinde, yas mama ile
birlikte uygulanmas: yontem olarak kullanilabilir ve yeni
arastirmalarla desteklenerek gelistirilebilir.
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Ozet: Bu calismada, Kayseri ilinde bulunan perakende gida satis merkezlerindeki et ve siit iiriinlerinde dogal olarak bulunan veya starter kiiltiir
olarak kullanilan Kocuria spp. prevalansi, biyofilm olusturma yetenekleri ve antibiyotik direng profillerinin arastirilmasi amaglandi. Bu
kapsamda, satig merkezlerinden toplanan 70 adet hayvansal gida 6rneklerinden seri diliisyonlar halinde kanli agara ekim yapild1 ve elde edilen
farkli koloniler Phoenix otomatik sistemi (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD) ile identifiye edildi. Elde edilen izolatlarin biyofilm olusturma
yetenekleri, mikroplaka yontemi; antibiyotik duyarliliklar ise disk diflizyon testi ile belirlendi. Analiz edilen 70 6rnegin 5 (%7.14)’inde Kocuria
varians, 1’inde (%1.42) Corynebacterium matruchotii, 1’inde (%1.42) Corynebacterium jeikeium ve 1’inde (%1.42) Streptococcus oralis
belirlendi. Tanimlanan izolatlar arasinda, et {riinlerinden izole edilen K. varians izolatlar1 orta biyofilm olusturma yetenegine sahipken,
peynirden elde edilen zayif biyofilm 6zelligine sahipti. Elde edilen K. varians izolatlarinin tamami oksasilin’e direngli iken 4’1 (%80) linezolid
ve rifamisine karg1 da direng gostererek ¢oklu ilag direng profili sergiledi. Bu izolatlarin CAD indeksi 0.43 olarak belirlendi. Sonug olarak, bu
caligmada et ve siit riinlerinden elde edilen K.varians izolatlar1 biyofilm tiretebilmeleri, ¢oklu antimikrobiyal direncine sahip olmalar1 ve gida
patojenlerine gen aktarimini artirabilme riski nedeniyle gida giivenligi ve halk sagligi sorunlart olusturabilir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direng, biyofilm, gida giivenligi, hayvansal gida, K. varians

Investigation of Biofilm Production and Antibacterial Resistance Profiles of Kocuria varians
Isolates from Animal Originated Foods

Abstract: This study aimed to determine the prevalence of Kocuria spp., which occur naturally or are used as starter cultures, in meat and dairy
products sold in retail food outlets in Kayseri province, as well as to evaluate their biofilm formation capabilities and antibiotic resistance
profiles. In this context, serial dilutions of 70 animal food samples collected from sales outlets were plated on blood agar, and the different
colonies obtained were identified using the Phoenix automated system (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD). The biofilm-forming abilities of
the isolates were determined using the microplate method, and their antibiotic susceptibilities were assessed by the disk diffusion test. Of the
70 analyzed samples, 5 (7.14%) were found positive for Kocuria varians, 1 (1.42%) for Corynebacterium matruchotii, 1 (1.42%) for
Corynebacterium jeikeium, and 1 (1.42%) for Streptococcus oralis. Among the identified isolates, K. varians isolates from meat products
exhibited moderate biofilm-forming ability, while those from cheese showed weak biofilm-forming ability. All K. varians isolates were resistant
to oxacillin, and 4 isolates (80%) also exhibited resistance to linezolid and rifampicin, indicating a multidrug resistance profile. The Multiple
Antibiotic Resistance index of these isolates was determined to be 0.43. In conclusion, the K. varians isolates obtained from meat and dairy
products may pose food safety and public health concerns due to their ability to form biofilms, exhibit multidrug resistance, and the risk of gene
transfer to foodborne pathogens.

Keywords: Antibiotic resistance, biofilm formation, food safety, animal products, K. varians

1. Giris

Gida kaynakli patojen mikroorganizmalar, basta hayvansal
gida iriinleri olmak iizere, kontamine gida maddelerinin
tiketimi sonucunda gida giivenligini ve insanlarda
hastaliklara neden olabildiginden dolayr halk saghigini
olumsuz etkilemektedir (1). Gida kaynakli infeksiyon ve
intoksikasyonlara neden olan basta Salmonella ve
Campylobacter cinsleri olmak iizere, en sik karsilasilan
bakteriler Staphylococcus aureus, Escherichia coli 0157:H7,

Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium spp.,
Shigella spp., Yersinia enterocolitica, Vibrio spp., Brucella
spp. ve Aeromonas spp.’ dir (1). Bu patojenlerin yani sira, et
ve siit iiriinlerinde bulunan Kocuria spp.’lerin baz tiirleri de
son zamanlarda giderek artan bir gsekilde insan
enfeksiyonlarinin nedeni olarak bildirilmektedir (2).

Kocuria tiirleri, Micrococcaceae ailesi, Actinomycetales
takimi ve Actinobacteria sinifina ait katalaz pozitif ve
koagiilaz negatif Gram pozitif kokoid bakterilerdir (3).
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Kocuria cinsine ait heniiz 18 tiir (K. varians, K. rosea, K.
kristinae, K. palustris, K. rhizophila, K. marina, K. polaris,
K. aegyptia, K. carniphila, K. himachalensis, K. flava, K.
turfanensis, K. atrinae, K. gwangalliensis, K. halotolerans, K.
koreensis, K. coralli ve K. salsicia) tanimlanmustir (4). Cogu
Kocuria tiirii 20°C ile 37°C arasinda tirerken, K. aegyptia ve
K. marina ise sirastyla 40°C ve 43°C'ye kadar iireyebilir.
Buna kargilik, K. polaris 5°C'de biiyiiyebilir. Cogu susu %5
NaCl’ye tolerans gosterir (4). Genellikle orofarenks, deri ve
mukoza zarinda  kolonize olan bu  kommensal
mikroorganizmalar, et ve siit gibi gida triinlerinin yani sira,
memeli derisi, tatli su, deniz suyu, buzullar gibi soguk
habitatlardan veya derin su kaynaklarindan izole edilmislerdir
(2,4,5). Kocuria tirleri gidalarda genellikle laktik asit
bakterileriyle beraber izole edilirler (2,6). Kocuria cinsinde
yer alan 18 tiir arasinda S'inin (K. kristinae, K. varians, K.
rhizophila, K. rosea ve K. marina) firsat¢1 patojenler oldugu
bilinmektedir ve daha ¢ok bagisiklik sistemi baskilanmis,
intravenoz kateter veya peritoneal diyaliz kullanan hastalarda
tammmlanmistir (7). Bu tiirlerden, K. varians, gida
endiistrisinde 6zellikle serbest amino asitlerin yikimi ve yag
asitlerinin oksidasyonu ile bazi iriinlerin organoleptik
benzersizligine katkida bulunabilir ancak ayni zamanda
toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlardan da sorumludur
(2,3,4,5,8,9). Etkenin en 6nemli viriilans faktorlerinden birisi
olan biyofilm olugturma yetenekleri ve antibiyotik direng
mekanizmalari ile halk saglig1 agisindan risk teskil edebilirler
(2). K.varians biyofilminin varligimin diger
mikroorganizmalardan  farkli  olarak,
monocytogenes ’in biyofilm olusturmasini destekledigi
ortaya konmustur (2). Buna ilaveten Kocuria tiirlerinin,
oksasilin,  penisilin,  eritromisin,  tetrasiklin  gibi
antibiyotiklere karsi direng gosterdikleri rapor edilmistir

'm ve
ylzeylerde L.

(6,10,11,12). Ayrica bu tiiriin bagisiklik sistemi baskilanmis
hastalarda firsat¢1 patojen olarak peritonitis ve beyin apsesi
gibi hastaliklara neden oldugu bildirilmistir (5). Bunun yan1
sira, Kocuria tiirleri ile koagiilaz negatif stafilokoklar
arasindaki fenotipik benzerlik nedeniyle, bu iki cins
arasindaki yanlis tanimlama Kocuria tiirlerinin yetersiz
tanisina  yol agabilmektedir (8). Ancak matriksle
desteklenmis lazer dezorpsiyon iyonizasyon ugus zamani
kiitle spektrometrisi (MALDI-TOF MS), 16S rRNA gen
sekanslama, VITEK (BioMerieux, NC, ABD), VITEK 2
(BioMerieux, NC, ABD) ve BD Phoenix™ otomatize
sistemleri (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD) gibi
gelismis mikrobiyolojik tekniklerin kullanimi ile etkenin
izolasyon orami artmistir (8,9). Ulkemizde, gida kaynakli
mikroorganizmalardan E. coli, S. aureus, Salmonella spp.,
Campylobacter spp. ve L. monocytogenes gibi
mikroorganizmalara ile ilgili genis bir bilgi yelpazesi vardir
(13,14,15,16,17). Ancak, gida kaynakli Kocuria spp, gibi baz1
mikroorganizmalarla ilgili yeterince bilgi bulunmamaktadir.

Bu kapsamda bu ¢alisma, Kayseri ilinde bulunan hayvansal
iiriin perakende satis merkezlerindeki et ve siit {irlinlerinde
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Kocuria cinsine ait tiirlerin Phoenix otomatik sistemi (BD
Diagnostic Systems, Sparks, MD) ile belirlenmesi, elde
edilen izolatlarin biyofilm olusturma yeteneklerinin ve
antibiyotik direnclerinin belirlenerek bu mikroorganizmanin
potansiyel gida giivenligi ve halk sagligi tehlikelerinin
arastirilmasi amaglandi.

2. Materyal ve Metot

Kayseri ilinde bulunan hayvansal iirlin perakende satig
merkezlerinden 10’ar adet kasar peyniri, beyaz peynir,
yogurt, pastirma, salam, sosis ve sucuk olmak iizere toplam70
ornek, aseptik kosullarda toplanarak (ISO/TS 17728:2015)
soguk zincir kosullarinda Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Gida Hijyeni ve Teknolojisi Laboratuvarima
getirilerek 1-2 saat i¢inde analiz edildi.

2.1. Kocuria spp. izolasyonu

Bu amagla, her numuneden 10 g alinarak 90 mL steril
%0.1’lik peptonlu su (BPW, Oxoid, Birlesik Krallik)
ilestomacher poseti igerisinde homojenize edildikten sonra
30°C'de 5 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda,
kiiltiiriin on kat diliisyonlar1 (10-1 -10-4) hazirlandi. Her bir
diliisyondan 0.1 mL alinarak kanli agara (Merck, Almanya)
ekildi ve 30° C'de 24-48 saat aerobik olarak inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda gelisen farkli morfolojideki koloniler
kanl1 agara subkiiltiire edilerek 30° C'de 24 saat inkiibe edildi.
Kanli agarda hemoliz olusturmayan, 2-3 mm boyutlarinda,
beyazimsi, kii¢iik, yuvarlak formda olan koloniler, Gram
boyama, hareket, katalaz, koagiilaz testlerine tabi tutuldu
(3,8). Fenotipik testler sonucunda elde edilen siipheli
koloniler BD Phoenix™ - Gram Positive ID Paneli (Becton
Dickinson, ABD) kullanilarak Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesinde Phoenix sistemi (Becton Dickinson, Sparks,
MD, ABD) ile iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda tiir
bazinda tanimlandi.

2.2. izolatlarin Antibiyotik Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Calismada elde edilen izolatlarin  antimikrobiyal
duyarliliklari, Kirby-Baur disk diflizyon yontemi ile ticari
antibiyotik  diskleri (Oxoid, Basingstoke, Ingiltere)
kullanilarak belirlendi. Bu amagla, doksisiklin (30 pg),
azitromisin (15 pg), penisilin (10 UI), rifamisin (5 pg),
linezolid (30 pg), oksasilin (1 pg), klindamisin (2 pg) ve
vankomisin (30 pg) antibiyotik kullanild1 (18). Kisaca,
izolatlar kanli agara (Merck, Almanya) ekilerek 1 gece
37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, her bir izolata ait
kolonilerden, bulanikligi 0.5 McFarland standardina gore
steril fizyolojik tuzlu su (%0.85 NaCl) ile ayarlandi. Elde
edilen her bir siispansiyonun Mueller-Hinton agar (MHA,
Merck, Almanya)’a yayma plak yontemi ile ekilmesini
takiben agarlarin lizerlerine antibiyotik diskler yerlestirilerek
24 saat 37°C’de inkiibasyona kaldirildi. Inkiibasyon
sonrasinda, diskleri c¢evreleyen inhibisyon zon ¢aplari
6l¢iilerek kaydedildi. Duyarlilik yorumlanmast i¢in Klinik ve
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Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) sinir degerleri
kullanild1 (18). Coklu Antibiyotik Diren¢ Indeksi (CAD
indeksi), test izolatlarm her birinin direngli oldugu antibiyotik
sayisinin calismada kullanilan toplam antibiyotik sayisina
orani olarak hesaplandi (19).

2.3. lizolatlarin Biyofilm Olusturma Yeteneklerinin
Belirlenmesi

Izolatlarin biyofilm olusturma yetenekleri mikroplak (MP)
yontemi ile belirlendi (20). Ozetle, izolatlar %2’lik glikoz
iceren Tryptic Soy Broth (TSB, Merck, Almanya) icerisinde
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda bakteri
kiiltlirlerinin yogunluklar1 0,5 McFarland (~ 1 x 108 kob/mL)
standardina gore ayarlandi. Hazirlanan her bir bakteri
siispansiyonundan 100’er pL alinarak 96 kuyucuklu, diiz
tabanli ve steril polistiren mikrotitre plakasina eklendi ve
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Kuyucuklarin birine pozitif
kontrol olarak giiglii biyofilm ireten Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984 ilave edildi. Sadece steril TSB
iceren kuyucuklar negatif kontrol olarak kullanildi.
Inkiibasyonun ardindan her bir kuyu bosaltilarak 250 pL
fizyolojik tuzlu su ile ii¢ tekrarli sekilde yikandi. Olusan
biyofilm yapisinin fiksasyonu saglamak i¢in her bir kuyucuga
200 pL %99’luk metanol (Merck, Almanya) eklendi ve 15
dakika bekletildi. Fiksasyon sonrasi 30 dk boyunca kurutulan
kuyucuklar, 200 uL %1°lik kristal viyole (Merck, Almanya)
eklenerek 5 dakika boyunca boyandiktan sonra, tutunmayan

Tablo 1. Calismada Analiz Edilen Orneklerde izole Edilen Bakteriler

boyanin uzaklastirilmasi amact ile steril distile su ile yikandi
ve 30 dk kurumaya birakildi. Plakanin kurutulmasini takiben,

boyanin dagilmasi amaciyla kuyucuklara 160 pL %33’lik
glasiyal asetik asit eklendi. Plakalarin optik dansitesi (OD)
570 nm dalga boyunda ELISA okuyucu (MultiskanFC-
51119000, Thermo, ABD) kullanilarak 6l¢iildii. Her izolat ve
kontrollerin analizleri ii¢ tekrarli yapildi ve tekrarlarin
ortalama OD’leri alinarak asagidaki formiilde belirtildigi
sekilde negatif kuyucuklarin cut off (sinir, ODc) degeri ile
kiyaslanarak biyofilm varlig1 ve giicii belirlendi. Mikrotitre
plaka testi i¢in kesme OD (ODC), negatif kontroliin ortalama
OD'sinin ii¢ standart sapma {iizerinde olarak tanimlandi ve
biyofilm 6zellikleri Stepanovi¢ ve ark. (20) tarafindan tarif
edildigi gibi su sekilde siniflandirildi: OD < ODc biyofilm (-
), ODc <OD < 2X ODc zayif biyofilm (+), 2X ODc < OD <
4X ODc orta biyofilm (++), 4X ODc¢ < OD giiglii biyofilm
(+++) olusumu.

3. Bulgular

Calismada analiz edilen 70 hayvansal gida Orneginden,
yapilan konvensiyonel analizler sonucunda Gram pozitif,
hareketsiz, katalaz pozitif ve koagiilaz negatif 6zellikteki
Kocuria spp. siipheli 50 izolat elde edildi. BD Phoenix™ -
Gram Pozitif ID Paneli ile analiz edilen izolatlarin %95-99
giiven araliginda yapilan tanimlamalar1 sonucunda; 5 (% 10
)’i Kocuria varians, 1 (%2)’i Corynebacterium matruchotii,
1 (%2)’i Corynebacterium jeikeium ve 1 (%2)’i
Streptococcus oralis olarak belirlendi (Tablo 1).

izole Edilen Bakteri ve Orami (%)

Analiz Edilen Ornek

K. varians C. matruchotii C. jeikeium S. oralis
Kasar peyniri (n=10) - - - -
Yogurt (n=10) - - - -
Beyaz peynir (n=10) 1 (10) - - 1(10)
Pastirma (n=10) 2 (20) - 1(10) -
Salam (n=10) 1(10) - - -
Sosis (n=10) - 1(10) - -
Sucuk (n=10) 1(10) - - -
Toplam (n=70) 5 (7.14) 1(1.42) 1(1.42) 1(1.42)

K. varians izolatlarmm biiyiik ¢ogunlugu (%80;4/5) et
iriinlerinden izole edilirken, yalnizca biri (%20;1/5) siit
irlinlerinden izole edildi. Bu tiiriin analiz edilen 6rneklerdeki
dagilimi ise; %2 (2/10)’s1 pastirma, %1 (1/10)’1 sucuk, %1
(1/10)’i salamdan ve %1 (1/10)’i beyaz peynir Ornegi
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seklindeydi. Ayrica, analiz edilen 6rneklerden beyaz peynir,
pastirma ve sosiste sirastyla S. oralis (n=1), C. jeikeium (n=1)
ve C. matruchotii (n=1)’da belirlendi.

Calismada elde edilen K. varians izolatlarinin tamami
biyofilm iiretme 0&zelligine sahipti. Et triinlerinden izole
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edilen dort K. varians izolati (%80; 4/5) orta diizeyde
biyofilm olusturma yetenegine sahipken, peynirden elde
edilen bir izolat (%20; 1/5) zayif biyofilm olusturma
yetenegine sahipti. Ayrica S. oralis orta, C. matruchotii zayif
ve C. jeikeium gii¢lii biyofilm 6zelligi gosterdi (Tablo 2).

Calisma kapsaminda elde edilen K. varians izolatlarinin
tamamu oksasiline direngli iken dort K. varians izolati (%80)
oksasilin’in yaninda linezolid ve rifamisine kargi da direng
gostererek ¢oklu ilag direng (CAD) profili sergiledi (Tablo 2).

CAD profili sergileyen K. varians izolatlarinin tamami et
iirtinlerine aitti ve CAD indeksi 0.43 idi. Diger yandan K.
varians izolatlarin tamam doksisiklin, azitromisin, penisilin
ve klindamisin’e duyarli idi.

Benzer sekilde C. matruchotii ve C. jeikeium da oksasilin’ e
direngliydi. Bunun yaninda C. matruchotii rifamisin, ve
linezolid’ e, C. jeikeium ise penisiline direngliydi. S. oralis ise
test edilen tiim antibiyotiklere duyarliydi (Tablo 2).

Tablo 2. Calismada elde edilen K. Varians izolatlarinin kaynagi, biyofilm kabiliyeti ve antibiyotik direng profili.

izol Pozitif izolatlarmin MPT’de CAD
Bakteri zole T Biyofilm Yapma Kabiliyeti Antibiyotik indeksi
- Edilen 1zolat . .
Tiirii Kavnak  Savisi (%) Direng Profili =a/b
y ' “Gieli  Orta  Zayif
Beyaz 1 ; ; 1(100) Oksasilin ;
peynir
Pastirma 5 i 2 (100) i Rifamisin, L_mezolld, 0.43
K_varians Oksasilin
' Rifamisin, Linezolid, 0.43
Salam 1 - 1 (100) - Oksasilin
Rifamisin, Linezolid, 0.43
Sucuk 1 - 1 (100) - OKsasilin
S. oralis Beyaz 1 - 1(100) - - )
peynir
0.43
C. matruchotii Sosis 1 - - 1(100) Rifamisin, L_mezolld,
Oksasilin
C. jeikeium Pastirma 1 1(100) - - Penisilin, Oksasilin

4. Tartisma ve Sonug¢

Kocuria spp.min gidalarda giderek artan varhi@ rapor
edilmekte olup, diger Gram pozitif koklarla olan yapisal ve

biyokimyasal benzerlikleri nedeniyle izolasyonlar1 ve
kantifikasyonlar1 gida enddistrilerinde dikkate
almmamaktadir. Kocuria spp.’ler biyoteknolojik

potansiyellerine ragmen, bu bakterilerin patojenik 6zellikleri
ve biyofilm olusturma kapasiteleri nedeniyle endiistriyel
kullanimlariyla ilgili endiseler bulunmaktadir (4,5).
Bildigimiz kadar1 ile Kocuria cinsi bakterilerin hayvansal
gidalardaki prevalansina ait sinirli sayida bulunan onceki
¢alismalarda daha ¢ok siit ve siit iiriinlerine odaklanilmistir
(2,6,12,21,22). Bu c¢alismalardan, Machado ve ark. (6),
pastorize edilmis siit Orneklerinin %25’inde, Rodriguez-
Alonso ve ark. (12), analiz ettikleri peynir izolatlarinin %3
inde K. varians izolasyonunu rapor etmislerdir. Bunun
yaninda, Organji ve ark. (21) inceledikleri ¢ig siit 6rneginin
%40’inde K. rhizophila , Weber ve ark. (23) siit
ciftliklerindeki sagim makinelerinde K. salsicia izole
etmislerdir. Bahsi gegen c¢aligmalardan farkli olarak, bu
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caligmada hem siit hem de et iiriinlerinde Kocuria spp. varligi
aragtirildi ve analiz edilen 6rneklerin %7.14’inde K. varians
belirlendi. izole edilen K. varians’in 4’ii (%80) et iiriinlerine
(2 pastirma, 1 sucuk ve 1 salam) ve biri (%20) ise peynir
Ornegine aitti. Benzer sekilde, Gardini ve ark. (10)
inceledikleri 53 kuru fermente edilmis sosis 6rneklerinden
%S5.6’sinda K. kristinae izole etmisler ve %3.77’sini de
Kocuria cinsi diizeyinde tanimlamislardir. Bu ¢alismada K.
varians’in et iirlinlerinde daha yaygin bulunmasi, Gardini ve
ark. (10)’nin da belirttigi gibi hayvanlarin mukozasinda ve
derisinde kommensal olarak bulunan bu bakterilerin kesim
islemleri sirasinda ¢apraz kontaminasyonla ete gegebilecegini
ve dolayisi ile sucuk, salam ve pastirma {iretimi icin
kullanilan ham maddenin yabani mikrobiyotasini olugturmus
olabilecegini diigiindiirmektedir. Ayrica et kimyasal bilesimi
nedeniyle kabul edilemez diizeylerde mikrobiyal biiylimeyi
desteklediginden et iriinleri iiretiminde kullanilan etin
yiizeyindeki ilk mikroorganizma siit
pastdrizasyonunda oldugu gibi azaltilamaz (24,25). Bu
calismada etken siit iiriinleri arasinda sadece beyaz peynirden

sayi1si,
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izole edilirken kasar peyniri ve yogurttan izole edilememistir.
Tiirk beyaz peynirinin yiikksek nem ve pH seviyesine sahip
olmasi, onun kasar peyniri gibi sert veya yar1 sert ve nem
orani nispeten daha diisiik peynirlere gore daha fazla
mikrobiyal biiylimeye egilimli olmasina neden olmaktadir.
Ayrica beyaz peynir icin kontaminasyonun diger nedeni
patojenlerin, kirlenmis salamura suyu kullanimi ile peynire
aktarilabilmesidir (26). Geleneksel Tiirk siit {iriini olan
yogurt ise diisiik pH’ya sahip olmasi nedeniyle diger siit
iriinlerine gore mikrobiyal bozulmalara karsi daha
dayaniklidir (27).

Kocuria cinsi bakterilerin hayvansal gidalardaki prevalansina
ait sinirl veri olmasinin diger ana sebebinin ise izole edilen
bu cinsin diger koagiilaz negatif stafilokoklarla fenotipik
benzerlikleri nedeni ile karistirlmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir (8). Kocuria tiirlerinin tanimlanmasi
amactyla uygulanan molekiiler analizlerin veya VITEK ve
BD Phoenix™ otomatize sistemleri gibi geleneksel
biyokimyasal fenotip bazli sistemlerin uygulanmasi1 Kocuria

tirlerine ait izolatlarin tanimlanmasinda etkili oldugu
bildirilmektedir (8,9).

Gidalardan izole edilen bakterilerin antimikrobiyal
maddelere karsi direnci uzun zamandir bilyiik bir endise
kaynagidir (2). Ozellikle son yillarda gida zincirinin ¢oklu
ilag direncine sahip bakteriler i¢in O6nemli bir kaynak
olusturdugu ve antibiyotik direncinin aktarimi iizerindeki

etkileri iyi bir sekilde bilinmektedir (2).

Buna karsilik, gidalardan izole edilen Kocuria suslarinm
antibiyotik direncine iliskin yeterli diizeyde c¢alisma
olmamasi bu tiirlerin halk sagligi agisindan olusturuldugu
riskin goz ardi edilmesine neden olmaktadir. Calismamizda
izole edilen 5 K. varians izolatinin hepsinin (%100), test
edilen antibiyotiklerin en az birine direngli oldugu ve bu
izolatlardan 4’linlin oksasilin, linezolid ve rifamisine karsi
coklu direng gosterdigi belirlendi. Benzer sekilde, Italya'da
fermente sosislerden izole edilen Kocuria tiiriine ait
izolatlarin (10) ve Brezilya’da pastorize siitlerden izole edilen
K. varians izolatlarimin (6) c¢oklu antibiyotik direnci
gosterdikleri  belirtilmis ve K. varians izolatlarinin
¢ogunlukla klindamisin, kloramfenikol,
tetrasikline kars1 direngli oldugu bildirilmistir (6). Fransa’da
pastorize siitlerden elde edilen Kocuria tiirlerine ait
izolatlarin makrolid grubu antibiyotikler agirlikli olmak

penisilin  ve

iizere, test edilen antibiyotiklere kars1 direng gosterdikleri,
beta-laktam grubu antibiyotiklere karsi duyarli olduklar
belirtilmigtir (11). Bu ¢alisma bulgularinin tam aksine,
Ispanya’da ¢ig siitten yapilan el yapimi peynirlerden izole
edilen K. varians izolatlarmin beta-laktam grubu
antibiyotiklere direng gdsterdikleri ancak vankomisine karsi
duyarl olduklar1 gézlemlenmistir (12). Caligmalar arasindaki
farkliliklarin nedeni, 6rneklemenin yapildig1 yer, orneklem
biiytikliigii ve ¢esidi, drneklerin muhafaza kosullari, islenme
sekilleri ve uygulanan analiz metotlar ile ilgili olabilecegi
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gibi farkli bolgelerde kullanilan farkli antibiyotik tiirlerinin
sik kullanimu ile iliskilendirilebilir. Bununla birlikte, sadece
patojen bakterilerin degil, et iriinlerinde, siit {iriinlerinde,
hazir gidalarda probiyotik olarak onerilen bakteri suslarinin
da antibiyotiklere  kars1  direng  gelistirebilecekleri
bildirilmistir (28,29,30). Antibiyotik direncli bu bakterilerin,
direng¢ genlerini diger tiirlere aktarilmasinda rezervuar olarak
rol alabileceginden dolayi, besin zinciri boyunca antibiyotik
direncinin geniglemesi agisindan goz ardi edilemeyecek ciddi
bir endise yaratabilecegi belirtilmistir (30, 31). Bu ¢alismada
¢oklu antibiyotik direngli tiim izolatlarin CAD indeksinin
0.43 olmasi, bakterilerin izole edildigi gidalarin kaynaginin
sik antibiyotik kullanimina maruz kalan hayvanlar oldugunu
ve bu bakterilerin gida giivenligi ve halk sagligi i¢in ciddi bir
tehdit olusturabilecegini gostermektedir. Antibiyotiklerin
siklikla kullanildig: bir kaynaktan gelen
mikroorganizmalarda CAD indeksinin 0.2'den biiyiik,
antibiyotikler seyrek kullanildigi ya da hi¢ kullanilmadig
kaynaklarda ise bu indeksin 0.2’ye esit veya daha kiiciik
oldugu bildirilmistir (19).

Coklu antibiyotik direncinin yani sira gida endiistrisinde
olusan biyofilmler, gidalarin bozulmasina ve/veya patojen
mikroorganizmalarin rezervuari haline gelerek ekonomik ve
halk saglig1 acisindan sorunlara sebebiyet vermektedir (32).
Mikroorganizmalar tarafindan iretilen ekzopolisakkaritler
(EPS)’in genellikle biyofilmlerin yapist ve stabilitesinde
o6nemli bir role sahip olduklarina inanilmaktadir.  Ayrica,
EPS ireten starter kiiltiirler siit ve et {riinlerinin
fermentasyonunda endiistriyel Olgekte kullanilmaktadir.
Ancak starter kiiltiirler tarafindan f{retilen EPS’nin,
muhtemelen molekiiler
etkilesimlerindeki farkliliklar nedeniyle, biyofilm olusumu
ile birebir iligkili olmadig1 belirtilmistir (33, 34). Garcia-
Fernandez ve ark. (33) test ettikleri laktik asit bakterisinin
ST3534 sugunun, biyofilm olusumunu destekleyen EPS
tiretirken, JFR+ susunun ise baglanma yetenegi ve biyofilm
olusumu azaltilmis EPS firettigini rapor etmislerdir.
Aragtirmacilar, EPS ireten tiim starter kiiltiirlerin biyofilm
olusturma yetenekleri agisindan bir avantaji olmadigim
bildirmiglerdir. Kocuria tiirlerinin, genellikle Bacillus,
Acinetobacter, ve Pseudomonas gibi ¢esitli bakterilerle
beraber biyofilm olusturuldugu bilinmektedir (2,35,36).
Yapilan c¢aligmalarda K. varians ve L. monocytogenes
tarafindan paslanmaz metal yiizeylerde olusturulan biyofilm
yapisinin  incelenmesi sonucunda L. monocytogenes
kolonilerinin K. varians’in biyofilm yapisina tutunduklar
bildirilmistir (37). Bu ¢alismada, izole edilen 5 K. varians
izolatlarinin dordii orta, biri ise zayif olmak iizere tamaminin
(%100) biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugu
belirlendi. Biyofilm iiretme yetenegine sahip bu izolatlarin

Ozelliklerindeki ve membranla

¢ogunun ayni zamanda ¢oklu ila¢ direnci sergilemesi dikkat
cekici idi. Kocuria tiirlerinin genellikle gida ekipmanlart ve
yiizeylerden elde edildigi ve elde edilen izolatlarin orta ve
giiclii diizeyde biyofilm olusturduklari bildirilmistir (3). Buna
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ek olarak gida isleme ortamlarinda olusturulan biyofilmin et
dograma boliimiinden izole edilen Kocuria tiiri bakterilerin
diger bakterilerle sinerjik etkisi ile olusturuldugu ortaya
konmustur (32). Benzer sekilde, Weber ve ark. (23)’nin
yaptiklar1 bir ¢caligmada, hayvansal gida ve gidalarla iliskili
ekipmanlarda (6zellikle siit sagim makinalarindaki boru
sistemleri) Kocuria cinsine ait tiirler ile baska bakteri cinsleri
arasinda etkilesimler oldugunu tanimlamistir. Brezilya'da
yiiriitiilen bir ¢alismada ise pastorize siitlerden elde edilen K.
varians izolatlarmin %31'inin biyofilm trettigi bildirilmistir
(6). Genellikle gida ekipmanlart ve yiizeylerden elde
edilmesine ragmen (38) gidalardan da elde edilebilen K.
varians’m biyofilm olusturma yeteneginin, ¢oklu antibiyotik
direnci ile gida giivenligi ve halk saglig1 acisindan tehlike
olusturabilecegi endisesini artirmaktadir.

Ayrica bu calismada analiz edilen 6rneklerde tespit edilen
diger bakterilerden, Corynebacterium cinsi, ¢ok sayida insan
ve hayvan patojenini igermesinin yani sira, toprak, bitki
materyali, atik su ve siit {irlinleri gibi ¢ok ¢esitli materyallerde
tespit edilen patojenik olmayan tiirleri de igerir (22). C.
jeikeium, ozellikle risk grubunda yer alan bagisiklik sistemi
baskilanmig hastalar agisindan ¢oklu ilaca direngli ve son
derece oldiiriicii bir patojendir. C. jeikeium penisilinler,
sefalosporinler ve aminoglikozidlerle yapilan antibiyotik
tedavisine direngliyken, onerilen birincil tedavi rejimi olan
vankomisine duyarli olmaya devam etmektedir (39). C.
matruchotii, in vitro mineralizasyonu tetikleyebilen kalsifiye
edici bir bakteridir ve agiz boslugundaki tiim anatomik
bolgeler arasinda en ¢ok dis yiizeyindeki dis plagindan izole
edilir (40). Bu ozelliginden dolayr C. matruchotii iyi dis
sagligr ile iligkilendirilmistir ve Streptococcus tiirlerine
yapigma yetenegi nedeniyle bazi biyofilm yapilarinin
organizasyonunda 6nemli oldugu varsayilmaktadir (41). S.
oralis, tim agiz i¢i yiizeylerden izole edilebilen, agiz
mikrobiyotasinin sayisal olarak 6nemli bir iyesidir ve
dislerin birincil kolonizasyonunda yer alan o&ncii bir
mikroorganizmadir. S. oralis, nétropenik kanser hastalarinda
subakut bakteriyel endokardit ve septiseminin Onemli
etiyolojik ajani olarak kabul edilmektedir (42). Dolayisiyla bu
bakteri tiirlerinin biyofilm yetenekleri ve antibiyotik direng
profilleri nedeni ile ¢alismamizda analiz edilen et ve siit
iiriinlerinde tespit edilmesi tiiketici saglig1 agisindan tehlike
arz edebilir.

Sonug olarak, Kocuria tiirleri gidalarda istenilen tekstiir ve
lezzet 6zelliklerini saglamasi acisindan starter kiiltiir olarak
ve biyoteknolojideki diger kullanimlar1 ile umut verici bir
cins olarak tanimlanmaktadir. Ancak gelistirdigi antibiyotik
direnci ve bu ozelliklerin yatay gen aktarimu ile patojenik
tiirlere aktarabilmesi, bunun yaninda biyofilm olusturma
yetenegine sahip olmasi ve patojenlerin biyofilm
olusturmasimi desteklemesi nedeni ile bu bakterilerin
endiistride kullanimiyla ve potansiyel gida giivenligi riskleri
ile ilgili endiseler mevcuttur. Bunun Oniine gegilmesi igin
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istenilen fonksiyonel 6zelliklere sahip ve olumsuz 6zellikleri
olmayan suglarin genomik, proteomik, transkriptomik ve
metabolomik olarak arastirilmasi gerekmektedir. Buna
ilaveten, bu tiiriin izolasyonunda ve tanimlanmasinda yapisal
ve biyokimyasal benzerlikleri nedeniyle karigtirilmalari, gida
endiistrisinde ve kliniklerde gdzden kagabilir. Bu nedenle, K.
varians in endistriyel kullanimi ve halk sagligi acisindan
olusturabilecegi potansiyel risklerin belirlenmesi i¢in daha
fazla caligmaya ihtiyag vardir.
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Abstract: This study aims to investigate the impact of Canine Distemper Virus (CDV) infection on plasma zonulin levels, focusing particularly
on how this effect varies in patients exhibiting neurological symptoms. The research involved evaluating 20 infected dogs and 10 healthy
control dogs, all of which were brought to the Internal Medicine Clinics of Aydin Adnan Menderes University Veterinary Faculty for diagnosis
and treatment. In this study, zonulin levels were found to be significantly elevated in patients with gastroenteritis or solely with neurological
symptoms compared to the control group. These findings may suggest that the virus affects not only the gastrointestinal barrier but also the
blood-brain barrier. This supports the hypothesis that these changes may contribute to the increased permeability of the blood-brain barrier.

Keywords: Distemper, Dog, Gut permeability, Zonulin
Kanin Distemper Virus ile Enfekte Kopeklerde Zonulin Seviyelerinin Arastirilmasi

Ozet: Bu calisma, Canine Distemper Viriis (CDV) enfeksiyonunun plazma zonulin seviyeleri iizerindeki etkisini, 6zellikle norolojik
semptomlar gosteren hastalarda nasil degistigini arastirmay1 amaglamaktadir. Arastirmada, Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Klinikleri’ ne tan1 ve tedavi igin getirilen 20 enfekte kopek ve 10 saglikli kontrol kdpegi degerlendirilmistir. Enfekte
kopeklerde zonulin seviyeleri, saglikli kontrollerden anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu bulgular, viriisiin sadece gastrointestinal bariyeri
degil, ayn1 zamanda kan-beyin bariyerini de etkiledigini 6nermektedir. Bu degisikliklerin kan-beyin bariyerinin artan gecirgenligine katkida
bulunabilecegi hipotezini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Bagirsak gecirgenligi, Distemper, Kopek, Zonulin.

1. Introduction

Canine distemper virus (CDV) is one of the most common
and lethal infectious diseases in dogs. Although it is largely
preventable through immunization, it remains a significant
cause of mortality and morbidity, particularly in puppies, in
shelters and crowded environments. The infection in dogs can
range from mild to severe and may result in death in more
than 50% of infected dogs (1). As the virus replicates in the
lymph nodes, nervous system and epithelial tissue, various
systemic symptoms arise. The inflammatory response that
occurs plays a role in the development of neurological
symptoms (2). Recent research provides strong evidence for
the role of the gut-brain axis in the pathophysiology of
neurodegenerative diseases (3,4). As a result, the integrity of
the intestinal epithelial barrier is considered crucial in the
microbiota-gut-brain pathway (5). The junctions between
intestinal endothelial cells play a vital role in regulating the
mucosal barrier and intercellular permeability. It has been
proposed that increased intestinal permeability, along with
genetic factors and environmental triggers, is an integral
component in the pathogenesis of inflammatory bowel

diseases, including allergic, autoimmune and metabolic
disorders (6,7). In this context, zonulin is highlighted as
regulating the reversible permeability of these junctions,
which manage intestinal permeability. Clinical studies have
reported that zonulin is effective in identifying intestinal
permeability as a biomarker (8,9). Zonulin, a major tight
junction regulator in intestinal epithelial cells, also serves as
a key protein in maintaining the function of the blood-brain
barrier (5). Indeed, during COVID-19 and SARS-CoV-2
infections, zonulin has been reported to increase acute lung
injury and the accumulation of neutrophils and cytokines by
activating complement C3 and C5 components, which are
held responsible for the uncontrolled activation of the
complement system during clinical complications (10,11).
Zonulin may impair the function of barriers in both brain
tissue and the intestine by triggering inflammatory processes,
potentially facilitating the spread of viruses (12). The role of
zonulin in this process becomes even more critical in the
context of neurodegenerative diseases and the neurological
complications caused by COVID-19 (13). The potential role
of zonulin in SARS-CoV-2 infection is supported by
pathophysiological mechanisms linked to the disruption of
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the blood-brain barrier and the associated neurological
symptomatology (14).

It is hypothesized that CDV infection may contribute to
neurological symptoms by affecting intestinal and blood-
brain barriers. This study aims to investigate changes in
plasma zonulin levels in dogs infected with CDV and to
explore the effects of the infection on intestinal permeability.

2. Materials and Methods

This study was conducted with the approval of Aydin Adnan
Menderes University Local Ethics Committee for Animal
Experiments (HADYEK) under the approval number
64583101/2022/74.

2.1. Animal Material

Twenty dogs with CDV and ten healthy control dogs (aged 1-
8 years) examined at Aydin Adnan Menderes University
Faculty of Veterinary Medicine were included in the study.
The diseased group consisted of dogs diagnosed with CDV
using rapid test Kits based on immunochromatographic
methods, without comorbidities and exhibiting neurological
symptoms. The healthy group included dogs that had received
at least three doses of multivalent vaccines, underwent
regular parasite treatment and were healthy without any
specific metabolic diseases. Additionally, pregnant or
lactating dogs, as well as those with comorbidities such as
chronic liver damage or heart failure, were excluded from the
study.

2.2. Methods

Blood samples were collected from the V. cephalica
antebrachii into vacuum tubes containing lithium heparin
using an appropriate technique, following the anamnesis and
clinical examinations of the dogs. Upon completion of the
hematological and biochemical analyses of the collected
blood samples, the remaining samples were centrifuged at
3000 rpm for 15 minutes to isolate the plasma, which was
then stored at -80°C. The nasal and conjunctival samples of
the dogs were tested for CDV-Ag using a rapid test (Bioguard
Corporation®, Taiwan) by the manufacturer's protocol. To
rule out diseases that could cause symptoms similar to CDV,
fecal swabs were collected and tested for Canine Coronavirus
and Canine Parvovirus antigens (Asan Easy Test CCV/CPV®,
ASAN Pharm. Co., Korea) following the procedure.
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Zonulin analyses were performed on the frozen plasma
samples using ELISA test Kits after thawing them at room
temperature, following the manufacturer's instructions. The
ELISA kit was left at room temperature for 30 minutes. The
concentrated wash solution was diluted at a ratio of 1:25 and
1.0 ml of diluent was added to the zonulin standard sample,
which was then dissolved. Three hundred pL of standard
diluent was added to seven tubes and they were mixed; the
eighth tube was designated as the negative control. The
biotinylated antibody solution and enzyme-conjugate fluid
were prepared and diluted as required. Color reagents A and
B were mixed. The strips were incubated by adding 100 pL
of the sample or zonulin standard to the wells and incubating
them at 37°C for 90 minutes. The biotinylated antibody was
added and incubated at 37°C for 50 minutes. Enzyme-
conjugate fluid was added and incubated at 37°C for 60
minutes. The ELISA plate was washed five times, then 100
pL of color reagent was added and incubated in the dark.
When the color deepened, measurements were taken, and
absorbance values were read. A standard curve was drawn,
and sample concentrations were calculated.

Descriptive statistics and normality tests were performed on
the data obtained in the study. Descriptive statistics are
presented in the table. The Shapiro-Wilk test determined that
the data did not show normal distribution. Although
logarithmic transformation processes were applied, the data
were still found to be non-normally distributed. Differences
between the groups were determined using the Mann-
Whitney U test. All analyses were performed using the SPSS
22.0 program and differences were considered significant
when the p-value was less than 0.05.

3. Results
3.1. Clinical Findings

The demographic findings of the animal groups included in
our study are presented in Table 1. Lethargy and ocular
discharge were observed in 10 cases out of 20 in the patient
group, while nasal discharge and coughing were noted in 9
cases. Eight dogs exhibited symptoms of dyspnea and
anorexia and vomiting and diarrhea were observed in 5 dogs.
Myoclonus was present in all cases. It was determined that
lethargy and ocular discharge (n=10) were the most
commonly observed clinical signs. Vomiting and diarrhea
(n=5) were found to be less frequent compared to other
clinical findings.
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Table 1. Demographic data of infected and healthy dogs.

Patient Age Breed Gender Healty Age Breed Gender
Number Number

1 3 Mixed Female 1 Mixed Male

2 1 Mixed Male 2 Mixed Female
3 1 Mixed Male 3 French Bulldog Male

4 2 Mixed Female 4 Golden Retriever Male

5 1 Mixed Male 5 Labrador Retriever Female
6 4 Mixed Female 6 Labrador Retriever Female
7 2 Mixed Male 7 Mixed Female
8 2 Mixed Female 8 Mixed Male

9 1 Mixed Female 9 15 Mixed Male
10 2 Mixed Female 10 Pomeranian Male
11 3 Mixed Male

12 1 Mixed Female

13 6 Mixed Female

14 4 Mixed Male

15 4 Mixed Female

16 1 Mixed Female

17 1 Mixed Male

18 1 Mixed Male

19 1 Mixed Female

20 2 Mixed Male

3.2. Hematological Findings

The hematological parameters considered in the study are
presented in Table 2. It was observed that the WBC counts of
the infected dogs were significantly higher (p=0.01) than
those in the healthy group, although this increase was not
significant in NEU and LYM. RBC, HCT and HGB levels
were statistically significantly higher (p<0.05) in the healthy
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dogs compared to the infected dogs. In parallel with these
parameters, MCH and MCHC levels were also significantly
higher (p=0.024) in healthy dogs compared to the infected
ones. It was determined that the changes in platelet and
platelet indices did not show any statistically significant
differences.
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Table 2. The average hematological values of the infected and healthy dogs.

Parameter Infected Healthy Pvalue
X +SH X +£SH
WBC (10°)/L 16,80 + 1,69 10,27 0,95 0,01
NEU (10°)/L 4,70 + 1,06 2,10+0,17 0,155
LYM (10°)/L 0,57 +0,09 0,40 £0,07 0,286
MON (10°)/L 11,23 £ 1,40 6,83 +£0,53 0,049
EOS (10%/L 0,20 + 0,04 0,08 + 0,01 0,422
BAS (10°/L) 0,05+ 0,01 0,03 + 0,004 0,948
RBC (10'%)/L 6,47 £ 0,36 7,98 £0,29 0,022
HGB (g/dL) 12,82 + 0,57 18,03 + 0,46 0,001
HCT (%) 43,83 + 2,58 54,00 = 1,96 0,017
MCYV (f1) 67,47 +0,87 68,00 +£2,37 0,914
MCH (pg) 20,18 £0,43 22,89 £ 1,11 0,024
MCHC (g/dL) 29,97+ 0,71 33,71 £ 1,37 0,024
PLT (10%)/L 322,86 + 30,34 302,70 + 37,40 0,681
MPV (1) 9,86 £0,26 9,78 £ 0,48 0,475
PCT (%) 0,30 = 0,02 0,29 = 0,03 0,619
3.3. Zonulin Levels
40—:
When plasma zonulin levels were examined, it was found that B o
the zonulin levels of infected dogs were significantly higher sy :
(p=0.001) compared to healthy dogs (Figure 1). The mean g 30‘5 : HO
plasma zonulin level in infected dogs was 22.6 = 1.38 ng/mL, g’ - p®
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Figure 1. Plasma zonulin levels in infected and healthy dogs.
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Table 3. Plasma zonulin levels in infected and healthy dogs.

Parameter Infected Healthy
Zonulin Average 22,6 2,06
(ng/mL) Standard 1,38 0,41
Error
CI (%95) 19,7 - 25,5 1,14 -2,98
P Value 0,001
4. Discussion

Canine distemper virus is an agent that can manifest with
systemic symptoms related to the gastrointestinal and/or
respiratory systems, along with central nervous system
involvement (15,16). Clinical findings include anorexia,
fever, nasal/ocular discharge, coughing, dyspnea, vomiting
and diarrhea (17,18). These findings can occur in
combination and neurological symptoms may appear without
systemic signs (16,19). In our study, clinical signs such as
myoclonus, lethargy, vomiting, diarrhea, coughing, dyspnea
and ocular and nasal discharge were evaluated. Respiratory
system signs, particularly nasal discharge, ocular discharge,
coughing and dyspnea, were identified as the dominant
clinical signs (20,21). Lethargy and ocular discharge were
observed in 50% of the dogs, while respiratory symptoms
were present in 9/20 and 8/20 cases, respectively.
Gastrointestinal signs were seen in 20% of the cases. While
neurological signs were present in all infected dogs, no signs
such as circling or tetraplegia were observed. The symptoms
encountered were found to be consistent with previous studies
(22, 23,24,25,26). While the agent leads to the loss of B and
T cells, Buragohain (2017) reported that WBC and
lymphocyte counts were within the normal range (27). Other
studies have shown a significant decrease in monocyte counts
and an increase in granulocytes in dogs infected with CDV,
which has been associated with secondary bacterial infections
and inflammatory reactions (28,29,30). In our study, it was
determined that the WBC values of infected dogs were higher
than those of healthy dogs and these changes could reflect
secondary bacterial infections. Additionally, high antibody
levels and clinical findings suggest that the disease is
complicated by secondary infections, which are associated
with prolonged cases (31). In our study, the red blood cell
parameters of dogs infected with CDV were found to be
significantly lower compared to healthy dogs. Studies have
reported that CDV causes anemia in infected animals due to
bone marrow suppression and the depression of progenitor
cells (27,32,33). The decrease in MCH and MCHC values
reflects microcytic hypochromic anemia and these findings
are consistent with the results obtained by Headly and Sukura
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(2009) and Buragohain (2017) (27,34). The effects of the
canine distemper virus on the central nervous system are
often associated with neurological disorders and a poor
prognosis. Neurological signs can appear without other
systemic symptoms, with the virus primarily targeting the
myelin tissues in the brain and spinal cord. Demyelination
typically occurs three weeks after the onset of infection, but
it can manifest earlier in cases without immunosuppression or
inflammation (35,36). Due to its affinity for lymphoid tissues,
the virus enters the body through various pathways, including
the gastrointestinal system and may influence neurological
symptoms depending on the host condition. Gastrointestinal
changes affect gut permeability, microflora and the enteric
nervous system (37,38,39). Alterations in the gut microbiota
facilitate communication between the enteric and central
nervous systems, maintaining the integrity of body barriers
(40,41,42).

The permeability of the blood-brain barrier is used as a
mechanism of damage by many viruses (43,44). This barrier
is regulated by glial cells and is sensitive to external stimuli
(45). Disruption of the blood-brain barrier leads to
neurological diseases and infections of brain tissue (46,47).
Microbial translocation and gut dysbiosis have been
associated with viral infections and COVID-19 (48,49). It has
been reported that zonulin levels are lower in patients with
COVID-19 compared to those who have recovered.
Additionally, zonulin has been closely associated with the
breakdown of the blood-brain barrier in patients with multiple
sclerosis and was found to be related to gut permeability and
disease severity (3). An interesting possibility is that zonulin
may have a systemic effect on epithelial barriers other than
the intestinal barrier. An in-vitro study demonstrated that
zonulin could increase the permeability of both the intestinal
and blood-brain barriers through similar mechanisms (50)
and in a rodent model, zonulin was found to increase the
permeability of the blood-lung barrier in-vivo (11). Similarly,
studies conducted in diarrheic dogs, including those with
distemper, have shown increased plasma/serum zonulin
levels (39,51,52). In line with these findings, our study also
found significantly elevated zonulin levels in distemper-
positive dogs (22.6 + 1.38 ng/mL) characterized by
neurological signs compared to healthy dogs (2.06 + 0.41
ng/mL) (p=0.001).

Conclusion

It was observed that zonulin, a tight junction regulator, could
be a sensitive marker of increased intestinal and blood-brain
barrier permeability and it might play a significant role in
mediating the gut-brain axis in the pathogenesis of
neuroinflammatory canine distemper virus (CDV) disease in
dogs. Future studies should not only focus on serum zonulin
levels but also include cerebrospinal fluid (CSF) sampling to
monitor both plasma and CSF zonulin levels, which could
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contribute to understanding the mucosal barrier-related
pathophysiological processes of the disease.
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Ozet: Bu galismada, klinik demodikozis, kanin viseral leishmaniasis (KVL) ve atopik dermatitli (Ad) képeklerde her bir hastaliga 6zgii olarak
demodikozis klinik skorlamasi, canine leishmaniazis klinik skor ve CADESI-04 klinik skorlamalar1 degerlendirildi. Farkli irk, yas ve
cinsiyetteki 26 kdpek (5 demodikozis, 12 CVL, 9 Ad) degerlendirildi. Her hastalik grubunda kabul gérmiis klinik skorlamalar kullanilarak,
rutin degerlendirmeler kapsaminda hematolojik ve biyokimyasal analizler, deri kazintisi, hizli testler ve sitolojik incelemeler yapildi. Ad’ 1i
kopeklerde en yogun lezyonlar aksilla ve abdominal bdlgede, KVL’li kopeklerde ise en sik lenfadenomegali ve onikogrifozis gozlemlendi.
Demodikozisli kopeklerde ise en giddetli lezyonlar arka bacaklar ve boyun bolgesinde tespit edildi. Calismada, veteriner hekimlerin
dermatolojik klinik skorlamalar ile hastaligin seyrinin objektif olarak degerlendirebilecegi ve bu sayede etkili tedavi stratejileri gelistirebilecegi
sonucuna ulasildi.
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Investigation of Clinical Scoring in Dogs with Atopic Dermatitis, Leishmaniasis, and
Demodicosis

Abstract: This study evaluated the clinical scoring systems specific to each disease in dogs with clinical demodicosis, canine visceral
leishmaniasis (CVL), and atopic dermatitis (Ad), including the demodicosis clinical scoring, canine leishmaniasis clinical score, and CADESI-
04. Twenty-six dogs of different breeds, ages, and genders (5 with demodicosis, 12 with CVL, and 9 with Ad) were evaluated. Accepted clinical
scoring systems were used in each group, and routine evaluations included hematological and biochemical analyses, microscopic examination
of skin scrapings, rapid tests, and cytological examinations. In dogs with Ad, the most intense lesions were observed in the axillary and
abdominal regions, while lymphadenopathy and onychogryphosis were the most common findings in dogs with CVL. In dogs with demodicosis,
the most severe lesions were found on the hind limbs and neck. This study concludes that veterinarians can use dermatological clinical scoring
to objectively assess disease progression, thereby developing more effective treatment strategies.

Keywords: Dermatology, Dogs, Clinical scoring

Giris Oonem tagtyan hastaligin ana etkenidir ve kopekler hastalik
icin ana rezervuar konakg1 olarak hastalik dongiisiinde dnemli
yer tutmaktadir (5,6). Kopeklerde visceral lesihmaniazis
(CVL) birka¢ ay ile birkag yil arasinda degisen bir siire

Veteriner hekimler, teshis ve sagaltimda dermatolojik klinik
skorlamalar1 kullanarak yapilan veya yapilacak olan

sagalimmn ve prognozun dereceli gostergesini elde
edebilmektedir. Bu skorlamalar, dermatolojik durumlari
objektif bir sekilde degerlendirmek ve sagaltima verilen
yanit1 izlemek i¢in kullanilmaktadir. Bu sayede, veteriner
hekimler hastalarmin deri saghgiyla ilgili detayl bilgiler elde
edebilmekte ve etkili tedavi stratejileri gelistirebilmektedir
Dermatolojik  klinik skorlamalarmm  kullanimi, hastalar
arasinda karsilagtirmalar yapmayi ve sagaltim siireclerini
daha etkili bir sekilde yonetmeyi saglayabilmektedir (1-4).

Leishmaniosis, Leishmania (Kinetoplasta,
Trypanosomatidae) cinsine ait protozoonlar tarafindan
sekillenen vektor kaynakli hastaliktir (5). L. infantum, diinya
genelinde hem veteriner hem de insan saglig1 acisindan biiyiik

boyunca gelisebilmekte ve bu durum gesitli klinik bulgular ile
sonuglanabilmektedir (6). Hastaligin klinik bulgular1 da
subklinik veya asemptomatik enfeksiyondan tam anlamiyla
belirgin hastaliga kadar degisen ve konak¢inin bagisiklik
yanitina bagli olarak farkli semptomlar ile kendini
gosterebilmektedir (7). Uygun klinik  smiflandirma
sistemlerinin, CVL'li kopeklerde prognoz, tedavi ve uygun
yonetimin saglanmasi ve epidemiyolojik ve klinik
calismalarin karsilastirilmasini kolaylastirmak icin gerekli
oldugu bildirilmistir (8). Bunlar arasinda klinik 26 farkl
klinik semptomun 0-3 arasinda puanlanarak degerlendirildigi
aragtirmadan (9), genel durum, kutandz, viseral, oral, kas-
iskelet sistemi ve diger bulgular kapsaminda lezyonlarin
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siddetine gore skorlamalarin ele alindigi klinik skorlama
sistemleri ele alinmistir (10).

Kopeklerde atopik dermatit (Ad), genetik olarak yatkinlik
gosteren, yangi ve kasintt ile karakterize alerjik deri
hastaligidir. Cevresel alerjenlere karsi IgE antikorlarmin
dretimi ile siklikla iliskilidir (11). Bu sebeple Ad ile gida
alerjik reaksiyonlar arasinda yakin bir iligki bildirilmektedir
(12). Ad' nin en yaygm ve klinik olarak 6nemli 6zelligi,
genellikle eritem, eritematdz makiil ve/veya papiil, alopesi,
ekskrasyon, hiperpigmentasyon ve likenifikasyon ile goriilen
ve tipik olarak dncesinde yer alan orta ila siddetli kagintidir
(13,14). Beraberinde sekonder deri enfeksiyonlar1 da
gelisebilmektedir. Derideki lezyonlarin dagilimi irklara gore
degisiklik gosterebilse de, genellikle yiiz, kulak kepgeleri,
kulak kanallari, patiler, koltuk altlari, karin bolgesi ve kasik
bolgelerini icerir (13,15). Ad'nin klinik belirtileri genellikle 3
yasindan Once ortaya ¢ikmakta,
edebilmekte veya mevsimsel etkilenebilmektedir. Ayrica
birgok diger kasmtili ve yangisal deri hastalig1 ile
ortiisebilmektedir (13). Ne yazik ki, Ad teshisi koymak i¢in
kullanilabilecek kesin bir tan1 testi veya patognomik bir klinik
bulgu bulunmamaktadir (14). Bu sebeple Ad’ li kdpeklerde
sagaltim etkinliginin klinik degerlendirilmesinde
lezyonlarinin agsamalarina gore siddet dlgeklendirmelerinden
CADESI-04 kullanimi uygun, basit ve kolay puanlama
sistemi olarak kabul gormektedir (16).

yil boyunca devam

deri

Kopeklerde demodikozis, Demodex canis akarlarinin neden
oldugu infeksiydz bir deri hastaligidir (17). Hastalik
genellikle gen¢ kopeklerde, ozellikle kisa tiiylii irklarda
yaygin goriilmektedir (18). Kopeklerde demodikozis, genel
ve lokalize olmak iizere iki formda ortaya ¢ikmaktadir (19).
Lokalize form, genellikle titysiiz bolgelerde, 6zellikle burun,
yliz, bacaklar ve goz ¢evresinde baslayan lezyonlarla
karakterizedir ve tedavi gerektirmeyebilir. Genel formda ise
en yaygin belirtiler eritem, alopesi, hiperkeratoz, piistiiller,
kabuklanma ve sekonder enfeksiyonlar gibi komplikasyonlar
goriilebilir (20). iliskili lezyonlarin degerlendirmesinde son
yillara kadar gecerlilik kazanmamis sistemlerden olan ve
lezyon karakteri ve sgiddetine dayanan kopeklerde
demodikozisteki klinik skorlama sistemi, 2021 yilinda
gegerlilik kazanmistir (2).

Bu aragtirmanin amaci klinik demodikozisli, CVL’ 1i ve Ad’
li kopeklerde dermatolojik klinik skorlamalarin uygulanmasi
ve hastalik profilinin arastirilmasiyla primer ve sekonder deri
lezyonlarinin klinik skorlamalarnin hastaligin siddeti ve
takibi hakkinda bize nasil yol gosterdiginin ortaya
konulmasidir.

2. Materyal ve Metot

Bu calisma Aydim Adnan Menderes Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun (HADYEK) 64583101/134
onay numarasi ile gergeklestirilmistir.
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2.1. Hayvan Materyali

Aydin Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi ¢
Hastaliklar1 Anabilim Dali Klinigine Ekim 2022-Mayis 2024
tarihleri arasinda getirilen farkli irk, yas ve cinsiyetten,
dermatolojik problemler (kasmti, eritem, alopesi, komedon,
papill, pistil, kabuklanma v.b.) kapsaminda incelemeye
alman kopeklerden, 9 adet Ad, 12 adet CVL ve 5 adet
demodikozis teshisi koyulan hastalar calismaya alinmistir.
Calisma kapsamina dahil edilen kopekler her iki cinsiyetten
(n=14 disi, n=12 erkek), farkli yas gruplarindan ve irklardan
[1.5-9 yas; Ad grubunda 2-7 yas; n=5 melez, n=2"ser Golden
Retriever ve Alman Coban, demodikozis grubunda 1.5-8 yas,
n=2 melez, n=1"er French Bulldog, Kangal, Miniature
Schnauzer, CVL grubunda ise 3-9 yas, n=2 melez, n=3
Airdale Terrier, n=4 Labrador Retriever, n=1"er Cane Corso,
Doberman, Av Kopegi] tesekkiil edildi.

2.2. Rutin Klinik Degerlendirmede Tani

Dermatolojik lezyonlara sahip kdpeklerde demodikozis,
KVL ve Ad tanisinin konulabilmesi tani
kapsaminda hematolojik ve biyokimyasal analizler, derinin
fiziksel —makroskobik  muayenesi,
mikroskobik muayenesi, serum hizli test analizi (Shap
leishmania®, Idexx, USA), lenf yumrusu aspirat
orneklerinin incelenmesi ele alindi. Bu degerlendirmeler

Ve ayirici

deri  kazintisinin

kapsaminda hastalar asagida belirtilen tani kriterlerine tabii
tutuldu.

Kopeklerde Viscreal Leishmaniazis: Pozitif hizli test kitleri
veya lenf yumrusu aspiratinda amastigot varligi,

Demodikozis: Nivea burun bandi ile alinan O6rneklerde
mikroskobik incelemede Demodeks etkenlerinin goriilmesi,

Atopik Dermatit: Favrot (14) kriterlerinden en az 5’inin
saglanmasi (yas <3, evde yasama, glikokortikoid yaniti,
kronik mantar enfeksiyonu, 6n bacaklarda lezyon, kulak
marjininde lezyon olmama, i¢ kulakta lezyon, dorso-lumbal
bolgede lezyon olmama).

2.3. Klinik Skorlamalar

2.3.1. Atopik Dermatitis Skorlama

Klinige dermatolojik sikayet ile getirilen kopeklerden Ad
belirlenen 9 koépek CADESI-04 skorlamasina tabii tutuldu
(16).

2.3.2. Demodikozis Skorlama

Dermatolojik sikayet ile getirilen kdpeklerden demodikozis
teshisi konulan 5 kopegin dermatolojik skorlamasi Dengler
ve digerleri (2)’ nin hazirladigi klinik skorlama tablosuna
gore skorlandi. Bu skorlamada 36 farkli viicut bdlgesinde
eritem,  komedon-papiil-piistiil,  folikiiler  kast-¢izik-
kabuklanma, alopesiyi igeren lezyon karakterine gore yok (0),
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hafif (1-2), orta (3—4) ve siddetli (5-6) olarak 0-6 arasinda
puanlanma yapildi.

2.3.3. Kopek Visceral Leishmaniaziste Skorlama

Burun bolgesi hiperkeratozu, ornikogrifozis, ilser, nodiil,
depigmentasyon, hiperpigmentasyon, ayaklarda hiperkeratoz
v.b. sikayet ile getirilen kdpeklerden CVL teshisi konulan 12
adet kopek, dos Santos Nogueira ve digerleri (1) tarafindan
hazirlanan klinik skorlama tablosuna gore skorlandi. Bu
skorlamada CVL’ li kopeklerde yaygin goriilen 21 farkli
semptomdan igtahsizlik,  poliiiri-polidipsi,  epistaksis,
splenomegali, kusma, sindirim problemleri, iiveitis, keratitis,
artritis/topallik semptomlart varligt (1) veya yokluguna (0);

diger semptomlardan  ornikogrifozis, kilo  kayb,
konjuktivitis, blefaritis, lenfadenopati, ilser, nodiil,
depigmentasyon, hiperpigmentasyon, ayaklarda

hiperkeratoz, nazal hiperkeratoz-iilserasyon ise yokluk (0),
hafif (1), yogun (2), siddetli (3) durumuna gore puanlandi.

3. Bulgular
3.1. Atopik Dermatitis Skorlama

Calisma kapsaminda degerlendirilen ve Ad tanist konulan 9
kopekte CADESI-04’ e gore lezyonlarin bdlgesel dagilimi
Sekil 1’ de gosterildi. Benzer sekilde olgularin lezyonlara
gore bolgesel skorlamalarina ait ortalamalar da Tablo 1° de
sunuldu.

CADESI - 4 Skorlarmin Dagihmm
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Sekil 1. CADESI-04 lezyon skorlarinin bolgesel dagilimi.

Tablo 1. Ad tanmis1 konulan 9 kopege ait CADESI-04’ e gore ortalama klinik skorlama.

Ortalama Toplam Klinik Skor

Bolge Eritem Likenifikasyon Ekskoriasyon ve alopesi
Perilabial bolge 0.22 0.33 0.33
Sol i¢ kulak 0.11 0.11 0.11
Sag i¢ kulak 0.11 0.11 0.11
Sag aksilla 1.33 0.55 1.77
Sol aksilla 1.44 0.55 2.11
Sag pati lizeri 0.11 0.22 0.33
Sol pati lizeri 0.33 0.22 0.44
Sag arka pati 0.33 0.33 0.66
Sol arka pati 0.11 0.33 0.66
Sol dirsek kivrimi 0.88 0.55 0.88
Sag dirsek kivrimi 0.88 0.55 0.88
Sol palmar metakarpus 0.22 0.33 0.77
Sag palmar matakarpus 0.22 0.33 0.77
Sol aclik ¢ukurligu 1 0.33 1.55
Sag aglik ¢ukurlugu 0.55 0.11 1.11
Sol kasik 1.44 0.88 1.88
Sag kasik 1.22 0.88 1.66
Ventral abdomen 1.55 1 1.88
Perineal bolge 1.33 1 1.22
Ventral proksimal kuyruk 1 0 1
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3.2. Demodikozis Skorlama

Demodikozisli 5 olguda yapilan klinik skorlamalarda alopesi,
papiil piistiil ve kabuklanmanim en siddetli olarak basta arka
bacaklar sonra 6n bacaklar ve daha sonraki sirada boyun ve
thoraks bolgesinde oldugu tespit edildi. Eritem ise en siddetli
arka bacaklar ve boyun daha sonra toraks bolgesinde tespit
edildi (Tablo 2, Sekil 2).

20
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M Eritem
W Komedon /Papul/ Pustul
Foliktler/ Cizik/ Kabuklanma

Alopesi

Sekil 2. Demodikozisli 5 olgunun bélgesel lezyonel dagilimi.

Tablo 2. Demodikozisli 5 olgunun bolgesel ve lezyonel ortalamasi.
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= Hiperpigmentasyon

Sekil 3. KVL klinik skorlarimin dagilimi.

Komedon /Papiil/

Folikiiler/ Cizik/

Bolge Eritem Piistiil Kabuklanma Alopesi

Yiiz 2 5.2 5.6 5.6

Bas 24 3.2 3.2 3.2
Boyun 5 7.6 8 8.4
Sternum 0 0 0 0
Toraks 3 8.4 8.4 9
Inguinal 0 4 4 4
Abdomen 0 0 0 0
Lumbo dorsal 0.8 3.2 3.2 3.2
Flank 1.2 3.6 3.6 3.6

On bacaklar 2 11.6 11.6 11.6

Arka bacaklar 3.6 14.4 13.2 14.4
Perianal/ genital 0 1.2 1.2 1.2
Kuyruk 1 2.2 2.2 2.2

3.3. Kopek Visceral Leishmaniaziste Skorlama en diisik yogunluktaki skor olarak tespit edildi.

Klinige getirilen 12 adet KVL’li kopegin klinik skorlamalari
yapildiktan ~ sonra  olgularda  lenfodenomegali  ve
ornikogrifozis en yogun klinik skor olarak, nodiil ve iiveitis
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Poliiiri/polidipsi, splenomegali, kusma ve depigmentasyon
klinik skorlamada tespit edilmedi. KVL’li olgularin klinik
skorlarinin yiizdesel oran grafigi Sekil 3‘de, ortalama klinik
skor dagilimlari da Tablo 3’ de verildi.
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Tablo 3. KVL ile enfekte kopeklerin ortalama klinik skorlar

Klinik Bulgular TOPLAM ORTALAMA
Anoreksi 6 0.5
Politiri/polidipsi 0 0
Burun kanamasi 3 0.25
Splenomegali 0 0
Kusma 0 0
Sindirim problemleri 0 0
Uveitis 2 0.16
Keratitis 0 0
Artritis/topallik 7 0.58
Ornikogrifozis 17 1.41
Kilo kayb1 8 0.66
Konjuktivitis 5 0.41
Blefaritis 4 0.33
Lenfadenomegali 20 1.66
Ulser 8 0.66
Nodiil 1 0.08
Depigmentasyon 0 0
Alopesi 5 0.41
Hiperpigmentasyon 3 0.25
Avyaklarda hiperkeratoz 7 0.58
Burun bolgesinde hiperkeratoz/ iilserasyon 12 1

3. Tartisma

Bu calisma, veteriner dermatoloji alaninda farkli hastaliklara
sahip kopeklerde klinik skorlamalarin uygulanabilirligini ve
klinik  takipteki etkinliklerinin ~ ortaya  koymayi
amaglamaktadir. Genel olarak klinik skorlamalar, deri
lezyonlarinin siddeti ve bolgesel dagilimma dayanan bir
sistematik degerlendirme ile yapilmaktadir. Lezyonlarin
bolgesel dagilimi ve siddetine gore sayisal Olgiitler
kullanilarak, hastaligin ciddiyeti belirlenmektedir (21-24).
Veteriner dermatolojide farkli hastaliklar i¢in ¢ok sayida
klinik olgiit ele (2,21). Calismamizda,
demodikozis, CVL ve Ad tanis1 konmus kdpeklerde, primer
ve sekonder deri lezyonlarina yonelik klinik skorlamalarin,
hastaliklarin dair degerli bilgiler
belirledik.

alinmaktadir

seyrine sundugunu

Demodikozisli olgularda yaptigimiz klinik skorlamalarda,
alopesi, papiil, piistiil ve kabuklanmanm en siddetli olarak
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arka bacaklarda, ardindan 6n bacaklar, boyun ve thoraks
bolgelerinde ortaya c¢iktigini tespit ettik. Eritem ise arka
bacaklar ve boyun bolgelerinde en yogun olarak goriildi. Bu
bulgular, demodikozisin deri lezyonlarinin bdlgesel
dagilimma gore siddetinin degerlendirilebilecegine olanak

saglamustir.

KVL'nin serolojik ve molekiiler tani yontemleri, smirlt
kaynaklara sahip endemik bolgelerde bulunmayabilir ve
teshis sadece klinik belirtilere dayanabilir. Bu tiir bolgelerde
klinik skorlamalar, 6zellikle KVL pozitif kdpeklerde, teshis
stirecinde dnemli bir yer tutmaktadir (1,24). Calismamizda,
KVL pozitif kdpeklerde en yaygin klinik bulgular olarak
lenfadenomegali ve ornikogrifozis saptanmistir. Buna
karsilik, nodil ve iiveitis gibi bulgular daha diisiik yogunlukta
goriilmiistiir. Bu sonuglar, KVL’nin klinik skorlamalarinimn,
smirli  tan1  imkanlarmma sahip bolgelerde, o&zellikle
lenfadenomegali ve ornikogrifozis gibi bulgulara dayal
tanida veteriner hekimler i¢cin 6nemli bir rehber olabilecegini
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gostermektedir. Ancak, tani testleri bu klinik skorlamalar
tamamlayict nitelikte olmali ve kesin tani i¢in mutlaka
laboratuvar dogrulamasi yapilmalidir.

Atopik dermatit olgularinda, Favrot (14) kriterleri temel
almarak yapilan klinik skorlamalamasinda CADESI-04
skorlama sistemi kullanildi (16). Ad’li kdpeklerde, en yaygin
lezyonlar eritem olup, 6zellikle aksiller, kasik ve abdominal
bolgelerde yogunlastigi tespit edildi. Likenifikasyon ise
perineal, abdominal ve kasik bolgelerinde yogun sekilde
goriiliirken, ekskoriasyon ve alopesi de belirgin olarak sag sol
aksillar ve kasik bolgelerinde bulundu. Bu bulgular, Ad'in
klinik skorlamalariyla hastaligin seyri ve tedaviye yanitin
etkin bir sekilde izlenebilecegini ortaya koymaktadir.

Demodikozisli kopeklerde lezyonlar1 degerlendirmek igin
farkli klinik skorlama sistemleri kullanilmigtir (25). Skorlama
sistemleri genellikle alopesi, eritem, pistiiller, papiiller ve
pullanmalarin siddetine gore yapilmaktadir (26). Dengler ve
digerleri (2), dogrulanmis bir klinik skorlama sistemi
gelistirmiglerdir; ancak bu sistemin derin piyoderma gibi
parametreleri icermemesi, demodikozisin tiim yonlerini
kapsamadigin1 gostermektedir. Bu calismada kullanilan
klinik skorlama sistemi, demodikozisin lezyonlarinin
yayginligint  ve  siddetini  giivenilir  bir  sekilde
degerlendirebilmistir. Dengler ve digerleri (2), akar sayisinin
tedavi basarisini izlemek igin iyi bir gosterge oldugunu ve
klinik skorlama ile iligkili oldugunu ortaya koymustur.

5. Sonug¢

Sonug olarak, bu aragtirmada kdpek demodikozisi igin
kullanilan klinik skorlama sistemi, sahada calisan veteriner
hekimler i¢in pratik bir arag olabilir. Bu sistem, metodolojik
tutarlilig1 saglayarak daha biiyiik 6l¢ekli ¢caligmalar arasinda
sonuglarin kargilastirilmasina ve meta-analiz yapilmasina
olanak taniyabilir. Ayrica, klinik skorlamalar, hastaligin
ilerleyisini nesnel bir sekilde izlemek ve tedavi etkinligini
degerlendirmek i¢in 6nemli bir yol sunmaktadir (1,20).

Klinik skorlama sistemlerinin dogrulugu ve giivenilirligi,
ozellikle sinirli kaynaklara sahip bolgelerde, dogru tani ve
tedavi stratejilerinin  belirlenmesinde  kritik  bir  rol
oynamaktadir. KVL'min serolojik ve molekiiler
yontemleri her zaman erigilebilir olmayabilir, bu nedenle
klinik skorlamalar, taniy1 destekleyici 6nemli bir yontem
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (23).

tani
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Ozet: Arastirmada ¢inko ve bakir metallerinin farkli konsantrasyonlarinin tibbi siiliikler iizerindeki etkileri incelenmistir. 10 litrelik kaplara 15
adet olacak sekilde stoklanan tibbi siiliikkler (Hirudo verbana) bakir ve ¢inko metallerinin letal dozlarin altinda belirlenen farkli iki doza maruz
birakilmistir. Cinko ve bakir igin 96 saatlik muamele dozlari sirast ile 3.0 mg/L ile 12 mg/L ve 0.15 mg/L ile 0.6 mg/L iken; 30 giinliik
muamelelerde 0.5 mg/L ile 2.0 mg/L ve 0.02 mg/L ile 0.08 mg/L olarak uygulanmistir. Bu uygulamalardan sonra siiliiklerden alinan salya
orneklerinin antimikrobiyal karakteristigi, agir metal birikimleri ve malondialdehyde (MDA) diizeyleri analiz edilmistir. Calismada siiliik
salyasinin balik patojenlerinden Lactococcus garviae ve Yersinia ruckeri’ ye karsi herhangi bir antimikrobiyal etki gostermedigi belirlenmistir.
Tibbi siiliiklerin ¢inko ve bakir metallerine maruz kaldiklarmnda dokularinda depolanan agir metal miktarlarinin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica
¢inko ve bakirm farkli konsantrasyon ve siirelerde maruziyetinde siiliik salyasinda malondialdehit degerlerinin de artig gosterdigi bulunmustur.
Elde edilen verilerden H. verbana tiirii tibbi siiliigiin ¢inko ve bakir agir metalleri i¢in iyi bir biyo-monitdr organizma oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Agir metal, Antimikrobiyal, Hirudo verbana, Malondialdehit, Tibbi siiliik

The Investigation of The Effect of Two Different Heavy Metals (Copper and Zinc) on The
Medicinal Leeches (Hirudo verbana) and Saliva Antimicrobial Properties

Abstract: In the study, the effects of different concentrations of zinc and copper metals on medicinal leeches were investigated. Fifteen
medicinal leeches (Hirudo verbana), which were stocked in containers with 10 liters of water, were exposed to two different doses of copper
and zinc metals, which were determined below the lethal doses. While applied doses of zinc and copper were 3.0 mg/L, 12 mg/L, and 0.15
mg/L and 0,6 mg/L during 96 hours, respectively. Applied doses of zinc and copper were 0,5 mg/L and 2,0 mg/L, and 0,02 mg/L and 0,08 mg/L
for 30 days applications, respectively. After these applications, antimicrobial characteristics of the leech saliva, heavy metal deposition and
malondialdehyde (MDA) levels were analysed. It was determined that leech saliva extract did not show any antimicrobial activity on fish
pathogens, Lactococcus garviae and Yersinia ruckeri. Also, It has been found that when medicinal leeches exposed to zinc and copper metals,
heavy metals concentrations in tissues of the medicinal leeches increased. In addition, it was found that malondialdehyde values in leech saliva
increased when zinc and copper were exposed at different concentrations and durations. It was revealed from the data that medicinal leech of
the Hirudo verbana species is a good biomonitor organism for zinc and copper heavy metals.

Keywords: Antimicrobial, Heavy metal, Hirudo verbana, Medicinal leech, Malondialdehyde

1. Giris

Glintimiizde c¢evre kirliligi her gegen giin artmakta ve
biyolojik varliklar1 tehdit etmektedir. Cevre kirliligi, en yikict
hasar1 sucul ekosistemlere vermektedir. Sucul ekosistemlere
zarar veren kirleticilerin baginda evsel ve endiistriyel atiklar
gelmektedir. Su ekosisteminde bulunan en 6nemli ¢evresel
kirleticilerden biri de agir metallerdir. Agir metaller deniz,
g0l ve akarsularda fazla miktarlarda bulunduklarinda suda
yasayan organizmalar tarafindan biinyelerine alinirlar (1-3).
S6z konusu kirletici etkenler hedef organ ve dokularda
birikerek yapisal ve fonksiyonel mekanizmalara hasar
vermektedirler (4, 5). Bu agir metallerin ¢ok diisiik
konsantrasyonlari bile toksik olabilmektedir (6). Bu

toksikasyonun derecesi canlilar arasinda oldukga farklilik
gostermektedir. Su ekosistemi agir metallerin en ¢ok birikim
yaptig1 sistemler oldugundan, bu kirleticilerin etkileri daha
¢ok Dbaliklar iizerinden belirlenmeye c¢aligilmigtir (7-9).
Baliklarin yani sira denizel veya tatli su ekosistemlerinde
yasayan midye, istiridye ve deniztaraklar gibi ¢ift kabuklu
canlilarin da agir metallerin etkilerinin belirlenmesi amaci ile
kullanildigr  bilinmektedir ~ (10).  Ortamdaki  metal
konsantrasyonlar1 ile suda yasayan balik, midye, istiridye,
plankton gibi organizmalarin dokularindaki miktarlar1
arasinda bir iliski oldugu kabul edilmektedir. Bu agir
metallerin suda yasayan ve besin zincirinin farkh
kademelerinde bulunan organizmalar tarafindan alinmasi
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¢ogunlukla beslenme yolu ile olmaktadir. Bu gegislerin
solunum, osmoz ve difiizyon olaylar ile de devam ettigi,
viicudun suyla temas eden yiizeyleri olan deri ve solungaglar
vasitastyla da blinyeye alindig1 bilinmektedir. Ancak viicuda
alman  miktarlar tiirden tire olduk¢a farklhiliklar
gostermektedir. Bu farkliliklar alinan metalin toksisite
derecesini de belirleyen 6nemli bir unsur olmaktadir. Ornegin
suyu siizerek beslenen kabuklu canlilar ve alglerin birim
zamanda aldiklar1 metallerle baliklarin biinyelerine aldiklar
miktarlar olduk¢a farkli olmaktadir. Bu canlilar sudaki
kirlenmeyi ¢ok daha iyi ve dogru tahmin etmeyi kolaylastiran
canlilar olduklarindan ayn1 zamanda biyo-indikator
organizmalar olarak da adlandirilirlar. Su ekosistemlerindeki
kirleticileri arastirmak ve izlemek maksadi ile bu biyo
indikatér  organizmalarin  kullanmildigi  birgok  metot
gelistirilmistir (11). Gelistirilen bu metotlarin suda yasayan
canlilarin  dokularindaki tespiti
yapildigt ve bu birikimlerden bir sonuca ulasiimaya
calisildigr anlagilmaktadir. Elde edilen verilerden canlinin
etkilenme derecesi veya toksisite durumu ile sudaki miktarlar
arasindaki iliskilerden kirlenmenin modellenmesi miimkiin
olmaktadir. Kald1 ki endiistrilesmis birgok iilkede civa ve
demir disindaki ¢ogu metalin ekosistemdeki miktarlart yer

birikimlerin tizerinden

kabugundaki miktarlarina kiyasla 100 ila 1000 kat artmis
durumdadir (12). Bu durum canlilar1 6nemli derecede
etkilemis ve s6z konusu metallerin izlenmesi zorunlulugu
ortaya cikmistir. Gegtigimiz yiliz yilda agir metallerden
kaynakl1 seri hastaliklar ve hatta 6liimlere neden olan trajik
sonuglar vuku bulmustur (13). Bu yiizden agir metallerin
genel Ozellikleri, kaynaklari, toksisite etkileri ve artis
modelleri takip edilmelidir. Ornegin endiistri alaninda ¢ok
uzun bir siire kullanim alan1 bulan bakirin yiiksek dozlari hem
bitkiler hem de hayvanlar icin tehlikeli olabilmektedir.
Benzer sekilde ¢inkonun da yiiksek miktarlart toksik etki
gosteren metallerin basinda gelmektedir. Baliklar bagta
olmak {iizere kabuklu ve sucul omurgasizlarla beslenen
insanlara da s6z konusu metaller gecebilmekte, toplum
sagligini etkiler diizeye ulasabilmektedir. Bu baglamda sz
konusu biyo-indikator canlilarin agir metaller bakimindan
izlenmesi ¢evre Kkirliligi bakimindan oldugu kadar halk
saglig1 bakimindan da 6nem arz etmektedir. Dogru segilmis
bir  biyo-monitér canlimin  kullammi  farkli  metal
kaynaklarmin varligin1 ve miktarinin belirlenmesinde 6nemli
rol oynar. Denizel ortamlarda en ¢ok kullanilan biyo- monitdr
organizmalar; mikro algler, ¢igekli bitkiler, suyu filtre eden
canlilar ve detritusla beslenen canlilardir (14). Midyeler ve
istiridyeler ~ epibentik ~ bolgelerde  filtratif  beslenen
organizmalar olduklarindan askidaki, ¢6ziinmiis, sudaki ve
sedimentteki metaller i¢in iyi birer biyo-monitor canlidir (15).
Bu tiir canlilarin, ¢evresel kirleticilerin en iyi sekilde canlilar
iizerinde goriilebildigi hassas organizmalar oldugundan uzun
yullardir kullanildigr bilinmektedir (16). Cevre kirliliginde
biyo-monitér veya indikator olarak kullanilan ¢ift kabuklu
canlilar arasinda; Mytilus edulis, M. galloprovincialis, M.
trossulus, Septifer virgatus, Ostrea edulis, Crassostrea gigas,
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C. virginica, C. brasiliana ve Spondylus spinosis tiirleri
sayilabilir (10; 17). Biyo-monitdr olarak se¢ilen organizma ne
kadar hassas olursa ¢evresel kirlenme o denli dogru bir
sekilde modellenebilir. Bu baglamda, iyi bir indikator
organizmadan beklenen birgok oOzellige sahip olan tibbi
siiliklerin cevresel Kkirleticilerden agir metallere karst
gosterdikleri tepkilerin ortaya koyulmasi hedeflenmistir.
Tibbi siiliikler ekolojik ve ekonomik dnemleri bakimindan
oldukca degerli canlilardir. Son yillarda tamamlayici veya
alternatif tibbi uygulamalarda kullanimlari artmakta olan
tibbi siilikklerin biyo-monitor olarak kullanildigi g¢alisma
oldukca azdir. Bu nedenle, tibbi siiliklerde farkli agir
metallerin dokulardaki birikimlerinin ve tibbi siiliikklerden

elde edilecek salyada, Malondialdehit (MDA) ve
antimikrobiyal ozelliklerinin ortaya koyulmasi
hedeflenmistir.

2. Gere¢ ve Yontem
2.1. Hayvan Materyali ve Agir Metal Dozlar1

Arastirma kapsaminda yapilan ¢alismalarda tibbi siiliik
olarak bilinen tiirlerden biri olan Hirudo verbana
kullanilmistir. Calismada kullanilan hayvan materyali tibbi
siilik yetistiriciligi yapan Cansuyu Siiliik isimli firmadan
temin edilmistir. Calismalar Veteriner Fakiiltesi Su Uriinleri
Anabilim  Dali
gerceklestirilmigtir. Denemelerde kullanilan tibbi siiliikler
12-15 aylik olup yaklasik agirliklar1 5-7 gram arasinda
(ortalama 6 gram civarinda) segilmistir. Siiliiklerin
stoklandig1 plastik kaplar 5 litre hacminde olup, her bir kaba
15’er adet stoklanmis ve denemeler boyunca herhangi bir
besleme yapilmamistir. Letal konsantrasyonlar ¢inko i¢in 96
saat ve 30 giin sonunda sirast ile 15.83 mg/ L ve 3.00 mg/
L’dir. Bakir igin ise 96 saat ve 30 gilnliik maruz kalma
stirelerinde 0.84 mg/ L ve 0.09 mg/ L olarak belirlenmistir
(18). Hirudo verbana tiirii tibbi siiliiklerde bu lethal dozlardan
hareketle doz alti konsantrasyonlarda belirlenen iki farkli
metal konsantrasyonunun etkilerinin belirlenmesi i¢in diigiik
ve yiiksek dozlar belirlenmistir. Daha 6nce lethal dozlarmn
altindaki bakir ve ¢inko metallerinin tibbi siiliiklerdeki
etkileri ile ilgili herhangi bir aragtirmaya ulasilamadigindan
bu dozlar her bir konsantrasyon igin dort kat arttirilarak
belirlenmistir. Cinko metali i¢in diisiik doz (DD) 96 saatlik
uygulamada 3.0 mg/L, yiiksek doz (YD) diisiik dozun dort kat
fazlas1 olan 12 mg/ L dozu sec¢ilmistir. Yine ¢inkonun 30

ve Hastaliklar1 Laboratuvarinda

giinliik uygulanmasinda diisiik doz 0.5 mg/L, yiiksek dozu ise
2.0 mg/L olarak belirlenmistir. Benzer sekilde siiliiklerin
yasayacaklar1 su ortamina ilave edilecek olan bakir metali
icin 96 saatlik uygulamada diisiik doz 0.15 mg/ L, yiiksek doz
ise bu degerin dort kat1 olan 0.60 mg/ L olarak belirlenmistir.
Bakir metalinin 30 gilinlik muamelesinde diisiik doz 0.02
mg/L iken yiiksek doz 0.08 mg/L olarak kullanilmigtir.
Kontrol grubunda ise herhangi bir metal kullanilmamistir.
Yukarida verilen konsantrasyonlarin hazirlanmasinda, ¢inko
ve bakir metallerinin kimyasal olarak saf durumda olan nitrat
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ve silfath formlar1 (Zn(NO3)2. 7H20 ve CuSO4. 5H20)
kullanilmistir. Her iki agir metal i¢in uygulanan dozlarin s6z
konusu siirelerde verilmesinden tibbi  siiliikler
bulunduklart plastik kaplardan alinarak agir metal ve salya
analizlerine kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

sonra,

2.2.Ag1ir Metal Analizleri

Tibbi siiliikk dokularinda bakir ve ¢inko analizleri yani sira,
ayni Orneklerden arsenik, demir ve kursun analizleri de es
zamanli olarak yapilmigtir. S6z konusu agir metal analizleri
ERU Teknoloji Arastirma Uygulama Laboratuvarlarinda
ICP-MS  cihazinda  gergeklestirilmistir. ~ Mikrodalga
¢oziindiirme iglemlerinde numunelerden 0.2 g tartilarak 5 ml
derisik HNOs, 2 ml H:0. eklenmis ve yas yakma
uygulanmistir. Daha sonra ornekler 25 ml’ye seyreltilerek
analizler gergeklestirilmis ve sonuglar ppm cinsinden
hesaplanmigtir.

2.3.Antimikrobiyal Analizler

Tibbi siiliiklerden elde edilen salyalarda antibakteriyel
ozelliklerin incelenmesi i¢in, daha &nce belirlenen gram
pozitif ve gram negatif bakterilerde antibiyogram testleri
yapilmistir.  Bu disk diflizyon ydntemi
uygulanmistir. Uygulanan disk difiizyon yontemi Bauer ve
ark. (19)’dan yararlanilarak yapilmistir. Daha 6nceden izole
edilen ve -80 °C’de muhafaza edilen patojenlerden Yersinia
ruckeri ve Lactococcus garviae suslari genel besi yerlerinde
(triptik soy agar) ¢ogaltilmistir. Bakteri suslariin antibiyotik
duyarliliklart yukarida deginildigi standart disk
difiizyon teknigi ile tespit edilmistir. Bu ydntemde 0,5
McFarland yogunlugunda hazirlanan bakteri
stispansiyonlarindan 100ul alinarak Mueller-Hinton Agar

testlerde

lizere

(MHA)’l1 petrilerin yiizeyine yayilmistir. Daha sonra besiyeri
ylizeyine antibiyotik disklerle birlikte tibbi siiliik salyasi
emdirilen tiim diskler yerlestirilmis ve 24 + 2 °C de 16- 18
saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
disklerin etrafindaki zon ¢aplar1 6l¢iilerek degerlendirilmistir.
Calismada amoksisillin (AML 25pg), amoksisilin /klavulanic
acid (AMC 30 pg), doksisiklin (DO 30pg), trimetoprim-
siilfametoksazol (SXT 25ug), eritromisin (E 15 pg),
gentamisin  (CN 10 pg), oksitetrasiklin  (OT 30 pg),
enroflaksasin (ENR 5 pg), okzolinik asit (OA 2 pg) ticari
antibiyotik diskleri (Oxoid) ve steril disklere emdirilmis tibbi
stliik salyalar1 kullanilmistir. Antibiyogram analizleri
sonucunda tibbi siiliikklerden elde edilen salya drneklerinin
diger ticari antibiyotik disklerle kiyaslanarak antimikrobiyal
ozellikleri belirlenmistir.

2.4.Malondialdehit (MDA) Analizleri

Agir metal muamelelerinden sonra, tibbi siiliiklerde oksidatif
bir stresin ortaya ¢ikip ¢ikmadigit MDA miktarlar1 analiz
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edilerek belirlenmistir. Bu amagla siiliiklerden elde edilen
salya Orneklerinin  bir kismu MDA  analizlerinde
kullanilmustir. Salya 6rneklerine 1 ml MDA ¢ozeltisi ilave
edilerek 95°C’lik su banyosunda yaklasik 30 dakika boyunca
bekletilmistir. Daha sonra 20 dakika buz banyosu yaptirilan
numuneler, 10.000 rpm ile 10 dakika santrifiij islemine tabi
tutulmugtur. Hali hazirda pembe renge donmiis 6rnekler daha
sonra 535-600 nm dalga boylarinda spektrofotometrede
okunmustur. Ornekteki pembe rengin yogunlugu MDA
miktari ile orantili oldugundan, MDA miktari standart grafige
karst gelen absorbans degerinden hareketle belirlenmistir.
Kullanilacak seyreltme katsayisi ile garpildiktan sonra elde
edilen sonuglar pM/100 mL olarak hesaplanmistir. MDA
analizleri i¢in Esterbauer ve Cheeseman (20) ve Ohkawa
(21)’dan yararlanilmistir.

2.5. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler IBM-SPSS for Windows Release 25.0
Program1 (SPSS Inc, Chicago, Illinois, United States of
America) kullanilarak yapilmistir. Verilerin normal dagilima
uygunlugu histogram, q-q grafikleri ve Shapiro-Wilk testi
kullanilarak normallik agisindan test edilmistir. Normal
dagilim gosteren veriler ortalama ve standart sapma (SD)
olarak ifade edilmistir. Normal dagilmayan veriler ise
medyan (25. ve 75. yizdelikler) olarak ifade edilmistir.
Gruplar arasi karsilagtirmalarda One Way ANOVA
(alternatif; Kruskal Wallis Testi) yapilmistir. Post-hoc testi
olarak Tukey ve Bonferroni testi kullanildi. P degerinin <0.5
olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3. Bulgular

96 saatlik uygulamalarda suya ilave edilen ¢inko nitrat
miktarinin artmasi ile birlikte siiliikk kas dokusunda biriken
demir, bakir ve ¢inko miktarlarinin arttigi, ancak arsenik
diizeyinin anlamli 6l¢iide azaldig: belirlenmistir. S6z konusu
zamanda uygulanan bakir siilfatin dokularda belirlenen
demirin azalmasi yoniinde bir etki gosterdigi kaydedilmistir.
Yine benzer olarak ¢inko miktarinin da azalisina neden
oldugu tespit edilmistir. Bu verilere ilaveten uygulanan bakir
stilfat miktari ile dokularda depolanan kursun miktarmin ters
orantili olarak degistigi kaydedilmistir. 30 giin siire ile ¢inko
nitrat ve bakir stilfat miktarlarimin artisina paralel olarak
kursun ve demir diizeylerinin arttig1 arsenik miktarmin
azaldig1 tespit edilmistir (p<0.001) (Tablo 1).

Farkli agir metallerin 96 saat boyunca uygulanmasi
sonrasinda en yiiksek MDA degeri yiiksek doz ¢inko nitrat
grubunda belirlenmistir (p<0.001). Ayni agir metallerin 30
giin uygulandig: siiliiklerden elde edilen salyadaki MDA
diizeylerinin disiik ve yiiksek doz bakir siilfat gruplarinda
onemli diizeyde artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0.001)
(Tablo 1).
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Tablo 1. Farkli agir metal ve dozlarinin tibbi siiliiklerde metal ve MDA diizeylerine etkileri

Muamele Agir metal ve miktari (ppm)
grubu

Fe Cu Zn As Pb MDA
96S-Zn-DD 22.68+043 2.02+0.01 16.60x1.41 0.14+0.02 0.98+0.07 0.27+0.01
96S-Zn-YD 17.31+0.17 2.33+0.17 2041+035 0.18+0.02 0.85+0.01 1.34+0.42
96S- Cu-DD 17.83+0.47 2.38+0.23 12.33+1.22 0.171+0.01 1.08+0.01 0.431+0.21
96S-Cu-YD 18.31+1.32 1.85+0.01 12.45+0.19 1.03£0.08 0.21+0.01 0.2310.06
96S-Kontrol 22.33+0.61 2.14+0.11 1428+158 0.18+0.03 0.98+0.10 0.55+0.48
30G-Zn-DD 20.39+1.47 1.80+0.23 19.37+0.74 0.6910.33 0.57+0.12 0.58+0.24
30G-Zn-YD 22.94+0.87 2.24+0.10 24.65+4.34 0.371+0.01 0.74+0.09 1.41+0.58
30G-Cu-DD 20.71+0.98 6.20+0.28 20.51+1.46 0.181+0.01 0.18+0.04 1.95+0.02
30G-Cu-YD 24.80+0.65 4.88+0.06 17.52+1.23 0.22+0.02 0.70+0.07 1.76+0.19
30G-Kontrol  20.62%2.01 3.08+1.63 26.2314.21 0.85+0.25 0.48+0.07 1.174£1.02
P degeri <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

DD: diisiik doz, YD: yiiksek doz, S: saat, G: giin, Fe: demir, Cu: bakir, Zn: ¢inko, As: arsenik, Pb: kursun, MDA: malondialdehit

Yapilan bu calismalarda siiliik salyalarinin disk diflizyon
yontemine gore herhangi bir etkisinin olmadigi belirlenmistir.
Yapilan calismalarin dogrulanmasi bakimindan
antimikrobiyal testler ayni zamanda minimum inhibisyon
konsantrasyonlarini metot ile de
gergeklestirilmis olup, bu analizlerde de siiliik salyalarinin
hem Lactococcus garviae hem de Yersinia ruckeri suslari
tizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir (Sekil
1).

referans  alan

Sekil 1. Siilik salyalarmimn Lactococcus garviae (solda) ve
Yersinia ruckeri (sagda) suslar1 iizerine olan antimikrobiyal
etkileri

4. Tartisma ve Sonug

Alaama ve ark. (22) tarafindan yapilan ¢aligmada, toksisite ve
agir metal birikimleri bakimindan sudaki
artiglarina bagli olarak siiliiklerin kas doku ve salyalarmdaki
agir metal birikimlerinin artis gosterdigi kaydedilmistir.
Mevcut ¢aligmada da tibbi siiliiklerin kas dokularindaki agir

agir metal
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metal birikimlerinin uygulama dozlarma bagh olarak
degistigi belirlenmis olup, bu sonuglar her iki ¢aligmanin
birbirini destekler nitelikte oldugunu gostermektedir. Her iki
calismada farkli tibbi siilik tiirleri kullanilmis olsa da
dokularda agir metal birikim dinamigi, ortamdaki agir metal
miktarina bagli olarak birbirine benzer goriinmektedir.
Ayrica bakir ve ¢inko gibi agir metallere maruz birakilan
siilliklerin ortamdan uzaklagsma, beslenme faaliyetlerini
azaltma, tutunma ozelliklerinde ve bosaltim faaliyetlerinin
olumsuz etkilendigi gézlenmistir. S6z konusu c¢aligmalarda
bu parametrelerin agir metal ¢aligmalarinda davranissal
gostergeler olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (23). Cinko
ve bakirin farkli konsantrasyonlarinin bireysel veya birlikte
etkilerinin arastirildigi bagka bir arastirmada uygulama
stireleri 48 saat, 96 saat, 10 giin, 20 giin ve 30 giin olarak
belirlenmistir. Hirudo verbana tiirii siiliiklerde yapilan bu
calismada bakirin ¢inkoya gore daha cok toksik etkiler
gosterdigi bulunmustur. Toksik etkilerin kisa periyotlardan
ziyade uzun periyotlarda ortaya ¢iktig1 vurgulanmistir. (18).
Elde edilen bu bulgularla mevcut ¢alismadan elde edilen
bulgular birbirini destekler &zelliktedir. Ciinkii siiliik
dokularinda belirlenen agir metal birikimlerinin bakir siilfat
uygulamalarinda ve 30 giinlik periyotta net bir bigimde
ortaya ¢iktig1 bulunmustur.

Uzun periyotlarda bakir siilfat konsantrasyonundaki artigin
stiliik dokularindaki demir ve kursun miktarlarini arttirdigi,
buna karsin arsenik ve ¢inko miktarlarini ters orantili olacak
bicimde azalttig1 belirlenmistir. Buraya kadar belirtilen ikili
metal iliskilerinden suya ilave edilen ¢inkonun siiliik
dokularinda biriken bakir miktarini arttirmasina ragmen,
benzer etkinin bakir tarafindan gdsterilmedigi aksine
dokulardaki ¢inkonun azalmasi yoniinde etki ettigi
belirlenmistir. Bu veriler Petrauskiene (18) tarafindan
gerceklestirilen ¢aligmada elde edilen verilerden ortaya ¢ikan
etkinin aslinda sinerjistik olmadigini ortamdan ¢inkonun
cekilmesi halinde toksisitenin daha disik olacagim
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gostermektedir. Bu yonii ile c¢alismamiz farklilik arz
etmektedir. Sonug olarak bakirmn siiliiklerde toksik etkilerin
arastirilmasi igin ¢inkoya gore daha iyi bir indikator oldugu
sOylenebilir. Ancak bu etkilerin kisa periyotlardan ziyade en
az 30 giin ve daha uzun siirelerde daha net bir sekilde ortaya
cikacag diisiiniilmektedir.

Kisa periyotlarda (96 saat) agir metal uygulamalarn
sonrasinda yiiksek doz ¢inko nitrat uygulamasinin siiliik
salyasinda MDA degerinin en yiiksek degere ulastig
belirlenmigtir. Bu durum yiiksek doz ¢inkonun siiliiklerde
oksidatif stres kaynagi oldugunu gostermektedir. Ancak
literatiirde siiliik salya MDA ’1ar1 {izerinde yapilmis herhangi
bir arastirma bulunamadigindan 96 saat sonrasinda elde
edilen bu degerler baskaca yayinlarla kiyaslanamamstir.
Ancak elde edilen veriler kisa periyotlar i¢gin ¢ginkonun Hirudo
verbana tiirii tibbi siiliiklerde bir stres kaynagi oldugunu
ortaya koymaktadir. Bununla birlikte 30  giinliik
uygulamalarda, yiliksek doz bakir siilfat ve yiliksek doz ¢inko
nitrata maruz birakilan tibbi siiliiklerde MDA degerleri
bakimindan istatiksel olarak aralarinda farklilik olmadigi
anlasilmistir.

Tibbi siiliikk salyasinin antimikrobiyal etkilerinin ortaya
konmasinda farkli iki patojen Lactococcus garviae ve
Yersinia ruckeri bakterileri kullanilmigtir. Tiim muamele
gruplarindan 96 saat ve 30 giinliik agir metal uygulanan
stilliklerden salyalar1 sagilmigs ve antimikrobiyal sonuglari
ayr1 degerlendirilmistir. Ancak tiim muamele gruplarindan
alman tibbi siilik salyalarmin yukarida verilen balik
patojenleri iizerinde herhangi baskilayici etki gostermedigi
belirlenmistir. Ancak bu durum diger balik ve/veya insan
patojenleri i¢in gegerli olmayabilir. Bu durumun agikliga
kavusturulmasi i¢in insan, su canlilar1 veya deney hayvanlar
tizerinde gerek Hirudo verbana gerekse diger tibbi
stiliiklerden elde edilen salyalar denenebilir. Literatiir
taramalarinda Malezya siiliigii olarak bilinen Hirudinaria
manillensis tiirii siiliikklerin 14 haftalik aglik sonrasi
Salmonella typhimurium ve E. coli patojenleri tizerinde etkili
oldugu rapor edilmistir.

Yine ayni ¢alismada 23 hafta a¢ birakilan siiliiklerden elde
edilen liyofilize salyanin Staphyloccus aureus ve S.
typhimurium patojenlerine karsi etkili olduklari belirlenmistir
(24). So6z konusu c¢aligmada aclik periyodunun siiliik
salyasinin antimikrobiyal karakteristigine onemli diizeyde
etki ettigi belirtilmis olup, ayn1 zamanda bizim ¢aligmada
kullandigimiz tiiriin de farkli olmasi sonuglarin farkli
¢tkmasinda birer faktor olabilir. Bu nedenlerle farkli aglik
stirelerinin Hirudo verbana tiirii siiliiklerde antimikrobiyal
ozelliklere etkilerinin arastirilmasi tavsiye edilebilir. Malik
ve ark. (25) tarafindan ayni siiliik tiirii ile yapilan bagka bir
calismada ise 14 hafta ac¢ birakilan siiliikklerden elde edilen
salyanin E. coli ’ye kars1 etkili oldugu tespit edilmistir.
Dolayist ile siiliik salyasinin antimikrobiyal etkilerinin
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saglikll bir sekilde ortaya konabilmesi igin; siiliik tiirii, aglik
periyodu, salya safligt ve formu (siv/ liyofilize olup
olmamast), siiliigiin hasat mevsimi gibi faktorlerin ayr1 ayri
ele almarak detayli aragtirnlmalarin yapilmasi tavsiye
edilebilir. Calismadan elde edilen tiim veriler gdz Oniine
alindiginda Hirudo verbana tiirii tibbi siiliiklerin, ¢evresel
kirleticiler i¢in iyi bir indikatér organizma olabilecekleri
anlagilmaktadir.
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Abstract: This study aimed to provide information about the cytology results, clinical process, and treatment protocol of ALL diagnosed in
biopsy samples taken from the lymph nodes and peripheral blood smears of a cat with feline leukemia virus infection (FeLV). The cat showed
clinical signs such as enlarged mandibular lymph nodes, swelling in the frontal region of the head, ulceration and gingivitis in the oral cavity,
inflammation of the anal sacs, diarrhoea and recurrent vomiting. In the haematological evaluation performed on the first day of admission to
the clinic, it was found that the total WBC values could not be measured using the haematology device. Furthermore, biochemical abnormalities,
including hyperproteinemia (9.5 g/dl), hyperalbuminaemia (4.08 g/dl), hypernatraemia (241.7 mEg/L) and hyperkalaemia (8.09 mEg/L), were
detected in this case report. In addition, neurological findings such as keratitis, tongue paralysis and neurogenic bladder, which were not
previously reported in FeLV-infected cats, were detected and reported. Despite the administration of appropriate treatment protocols, the cat
survived for approximately three months following the diagnosis of the disease, a complete recovery could not be achieved due to complications.
Consequently, it is crucial to implement preventive measures against FeLV infections, given the variable prognosis of the disease. This
hematopoietic disease, which is not frequently encountered in cats, was prepared with the belief that it would be useful to veterinarians and is
the first report of acute lymphoblastic leukemia in cats in Tiirkiye.

Keywords: Acute lymphoblastic leukemias, Chemotherapy treatment, FeLV, Hematopoietic neoplasm

Bir Kedide Akut Lenfoblastik Losemi Olgusu

Ozet: Bu calismada, kedi 16semi viriisii enfeksiyonu (FeLV) tanisi konulan bir kedinin lenf diigiimlerinden alinan biyopsi 6rnekleri ve periferik
kan smear 6rneklerinde teshis edilen ALL'nin sitoloji sonuglari, klinik siireci ve tedavi protokolii hakkinda bilgi verilmesi amaglandi. Kedide
mandibular lenf nodlarinda biiylime, bagin frontal bélgesinde sislik, agiz boslugu iginde iilserasyon ve gingivitis, anal keselerde yangi, ishal ve
tekrarlayan kusma gibi klinik bulgular gézlendi. Klinige getirildigi ilk giin yapilan hematolojik degerlendirmede hematoloji cihazi kullanilarak
total WBC degerlerinin 6lgiilemedigi tespit edildi. Ayrica bu olgu sunumunda hastalik siirecinde hiperproteinemi (9.5 g/dl), hiperalbiiminemi
(4.08 g/dl), hipernatremi (241.7 mEg/L) ve hiperkalemi (8.09 mEq/L) gibi biyokimyasal degisiklikler belirlendi. Ek olarak FeLV ile enfekte
kedilerde daha 6nce bildirilmeyen keratit, dil felci ve nérojenik mesane gibi norolojik bulgular tespit edilerek raporlandi. Kedi uygun tedavi
protokolleri ile yaklagik 3 ay kadar hayatta tutuldu fakat komplikasyonlar nedeniyle tam bir iyilesme saglanamadi. Sonug olarak hastaligin
degisken prognozu dikkate alindiginda, birincil olarak FeL'V enfeksiyonlarina karsi koruyucu 6nlemlerin alinmasi 6nem arz etmektedir.
Kedilerde sik rastlanmayan bu hematopoietik hastalik, veteriner hekimlere faydali olacagi diisiincesiyle hazirlanmis olup, Tiirkiye'de kedilerde
akut lenfoblastik 16seminin ilk raporudur.

Anahtar Kelimeler: Akut lenfoblastik 16semi, FeLV, Hematopoietik neoplazm, Kemoterapi tedavisi

1. Introduction

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is characterized by the
aggressive proliferation of immature and inadequately
differentiated lymphocytes, known as lymphoblasts, which
arise from the bone marrow and various lymphatic organs,
including lymph nodes, lymph vessels, spleen, tonsils, and
Peyer's patches (1). These immature cells are
morphologically similar to large blast cells (2). Certainly, in
the pathogenesis of ALL in felines, the feline leukemia virus
(FeLV)  prominently  contributes, accounting  for

approximately two-thirds of the etiological factors, with the
ailment typically manifesting in juvenile cats (3,4).
Approximately 60% to 80% of cats with ALL are FelLV
positive (4-6). Leukemia in FelLV-negative cats is rare,
accounting for <15% of all hematopoietic neoplasms (7).

In the context of ALL, there is an observed swift clinical
progression, and animals diagnosed with this condition
exhibit limited responsiveness to therapeutic interventions.
The diagnostic process involves the identification of
lymphoblasts within the circulatory system and bone marrow
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(8). The clinical symptoms are related either to the lack of
normal hematopoietic cells or to the infiltration of neoplastic
cells into the organs (9). Hematological parameters may
exhibit non-regenerative anemia, neutropenia, and
thrombocytopenia in feline subjects afflicted with this
ailment. Notably, FeLV carriage is frequently observed in
such cases, which correlates with a less favorable prognosis.
(8). Although treatment response rates are low, CHOP-based
chemotherapy regimens, which consist of cyclophosphamide,
doxorubicin, vincristine, and prednisolone, remain a viable

therapeutic approach. Furthermore, therapeutic data
encompassing  analgesic  agents, immunostimulants,
antimicrobial medications, and blood transfusion, are

administered in accordance with the animal's clinical
treatment regimen (3,8,10).

FeLV is an enveloped RNA virus found in the
Gammaretrovirus genus of the family Retroviridae, which
can increase the risk of developing certain types of cancer,
including suppression of the immune system, anemia, and
ALL in cats (11). FeLV is an exogenous agent that replicates
in many tissues, including bone marrow, salivary glands, and
respiratory epithelium. In the absence of an immune response
following the first infection, the FeLV virus can extend its
presence to the bone marrow and affect hematopoietic
precursor cells (11). Certainly, it is observed that in cats with
FeLV, the most frequently occurring form of leukemia is
ALL (6). Although exact data on the frequency of leukemia
and lymphoma are not readily available, it is observed that
these forms of tumors are extremely rare in medical contexts.

This case report aims to report a case of a domestic cat with
feline leukemia virus infection, diagnosed with acute
lymphoblastic leukemia and followed up.
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2. Case History

The study material was composed of a 2.5-year-old, brown,
female, neutered, leukemia-vaccinated (twice) domestic cat
brought to the Erciyes University Faculty of Veterinary
Medicine Department of Internal Medicine clinic with
complaints of loss of appetite, lethargy, stomatitis, gingivitis,
vomiting, and diarrhea.

During the clinical examination, it was determined that the
rectal body temperature was 38.1°C, the pulse rate was 182
beats/min, and the respiration rate was 18 respirations/min.
Additionally, manifestations such as enlargement of
mandibular lymph nodes, swelling in the frontal region of the
head, ulceration and gingivitis within the oral cavity,
inflammation of the anal sacs, malodorous diarrhea, and
recurrent vomiting were observed. On the initial day of
presentation at the clinic, the hematological assessment
revealed the inability to read white blood cell values using the
hematology device (Table 1). This result was not considered
to fall within the typical range of leukocyte levels analyzed
by the device. The biochemical evaluation revealed
hyperproteinemia, hypernatremia, and hyperkalemia, as well
as elevated values of AST, GGT, and GLU (Table 2). Based
on these data, a symptomatic treatment protocol was
established (Table 3). During the course of treatment,
repeated hematological laboratory measurements were
conducted. (Table 1). During the initial phase of treatment,
although no improvement was observed, the owner of the
patient recorded a worsening in the patient's overall health
condition. Subsequently, suspecting enlargement in the
patient's mandibular and femoral lymph nodes, a fine-needle
aspiration biopsy was performed on the patient's popliteal
lymph node. Furthermore, on the same day, the patient tested
for FIV/FeLV rapid diagnostic kit (Asan Easy Test® FIV
Ab/FelLV Ag), revealing a positive result for FeLV.
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Table 1. Hematological parameters.

Measurement 1. Day 5. Days 36. Days 70. Days Reference Ranges*
WBC (10%L) - - 32L 125 55-195
LYMPH (10°L) - - 11L 2.6 15-7
MON (10%L) - - 0.5 0.9 0-0.9
NEUT (10%L) - - 15L 16.1 H 25-125
LYMPH % - - 36.2 H 13.3 27 - 36
MON % - - 15H 4.2 0-5
NEUT % - - 46 81.1H 45 - 64
RBC (10%%/L) 8.35 7.57 5.93 10.09 H 5-10
HGB (g/dl) 14.6 12.4 9.9 13.6 9.8-154
PCV % 38.6 338 20.1L 36.2 30-45
MCV (fL) 46.2 44.6 49 35.9L 39 -55
MCH (10°/L) 175H 16.3 16.7 135 13-17
MCHC (10%L) 37.8 36.6 34.1 37.6 30-38
RDW (10%L) ** 37.7H 349H 526 H 38.7H 13.2-175
PLT (10%L) 171L 139L 116 L 1068 H 300 - 800
MPV (fL) 57L 73L 8.1L 114 L 12-18
EOS % - - 2.8 14 0-4
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Table 2. Biochemical parameters.

Measurement 1. Day 5. Days 36. Days 56. Days Reference Ranges*
ALP (U/L) 81H 73H 92 H 89 H 0-45
GPT-ALT (U/L) 60.08 43.9 85.8 39L 25-97
GOT/AST (U/L) 63.9H 21.6 37.3 21.7 7-38
GGT (U/L) ™ 15H 24 H 8 9 0-10
BUN (mg/dL) 24.29 15.88 L 22.89 22.42 19-34
CRE (mg/dL) 2.1 2.32H 35.26 H 1.85 09-22
GLU (g/dL) 138.97 H 12494 H 144.09 H 160.91 H 60 - 120
T. PRO (g/dL) 95H 8.73H 8.84 H - 6-79

Na (mEq/L) 241.7H - 185 H - 146 - 156
K (MEg/L) 8.09 H - 5.61 - 3.7-6.1
ALB (g/dL) - 4.08 H 492 H 448 H 2.8-3.9

P (mg/dL) - 6.4 H 7H 7H 3-6.1

Ca (mg/dL) - - 11.46 - 8.7-11.7
AMYL (U/L) - - 1173 - 550 - 1458
Mg (mg/dL) - - 3.01 - 1.7-26
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Table 3. Treatment protocol (3,15).

Applicatio  Applicati

Drugs B;?SS n on ILDJZ?%Z
Frequency  Method
Asist® 900mg sachet containing powder, Bilim
Pharmaceuticals) 2ml BID PO One week
Stilfametoksazol-Trimetoprim (Bactrim®
200/40mg/5ml Sol., Deva) 25ml SID PO One week
Drugs Used in
Symptomatic
Treatment iramin hidroj i
Feniramin hidrojen maleat (Avil® 15mg/5ml Syrup, Ll BID PO One week
Sandoz)
During th
Sodyum Kloriir (Polifleks® % 0.9 Isotonic) 75ml SID v uring the
treatment
During th
Dekstroz (Polifleks® %35 Dekstroz) 75ml SID v uring the
treatment
Methyl isol P 1 1 ill . F
ethylprednisolone  (Prednol® 6mg  pill, 23 pill SID PO our
Gensenta) weeks
Aggressive S L
ggressiv Vincristine (Vincristine -Kogak® 2mg/2ml Inj., Once a . Four
Chemotherapy 0.2ml v
Kogak Farma) week weeks
Drugs
Siklofosfamid (Endoxan® 50mg pill, Zydus) 1spil O @ pg Four
EPIEL &Y ~P week weeks
Food and Drugs Hill’s PRESCRIPTION DIET Urgent Care (a/d)
Used _ for During the treatment
Regulating Hill’s PRESCRIPTION DIET Kidney Care (k/d)
Kidney Functions
and Increasing
Appetite Furosemide (Diiiril®, 10 mg Inj., Vetas) 1ml SID IM Five days
Interferon alfa-2a (Roferon-A® 3M1u/0.5 ml Inj., Fifteen
Drugs Used for Roche) 501U SID SC days
Immunostimulan
F
t Purposes Asiklovir (Asiviral® 200 mg pill, Terra Vopill  SID PO ourteen
days
Drugs Used with \/itamin B,-Bs (Nervit®, 100/10mg/ml Inj., Vetas) 1ml  SID sc Seven
the Onset of days
N
S;r:]\/[())tlcj)sms and Gabapentin (Neurontin® 300mg caps, Pfizer) 05ml BID PO Ten Days
Constipation Laktuloz (Osmolak® 667mg/250ml Sol., Biofarma) 3 ml BID PO Five days

e
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In the abdominal ultrasound examination conducted, it was
determined that there was splenic enlargement (1.33 cm) and
enlargement in the popliteal lymph node (short axis: 0.79 cm,
long axis: 1.47 cm) Additionally, it was determined that there
was a notable increase in the dimensions of the right kidney
relative to reference values, and a distinction could be made
between the renal cortex and medulla. Furthermore, no
occurrences of cysts or neoplasms were observed in the
cortex of the right Kidney; its echogenicity was within the
normal range, and no anomalies were detected in the
collecting system. In the left kidney, it was determined that
the size was below the reference values (3.8-4.4 c¢m), the
cortex and medulla could be differentiated, there was no
pericapsular fluid, the cortex of the left kidney was

hyperechoic, and there were no formations such as cysts or
neoplasms, and no abnormal findings were observed in the
collecting systems of the kidney (Figure 1).

Figure 1. Ultrasonography (USG) images depict the
following findings: Splenic enlargement and hypoechoic
splenic parenchyma (1); enlargement of the popliteal lymph
node (2); enlargement of the right kidney (3); reduction in
size and increased echogenicity of the cortex in the left kidney

(4)

In the microscopic examination of cytological preparations
(Giemsa stain) (12) derived from the popliteal lymph node
and peripheral blood smears, an excess of hyperchromatic
medium and large-sized lymphocytes was observed, as
evidenced by staining and scale measurements in the images.
It was shown that the majority of neoplastic cells are made up
of mononuclear cells, which belong to the lymphocyte class
and exhibit marked atypia. The examined neoplastic cells
were observed to have basophilic cytoplasm, varying in size
of their nuclei. Some nuclei were intensely stained, while
others appeared pale in color. In the examined preparations,
pleomorphic cells and nuclear molding, considered indicative
of malignancy, were identified. Nucleoli were predominantly
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situated towards the center of the nucleus and exhibited
distinct characteristics (Figure 2, Figure 3, Figure 4).
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Figure 2. intermediate  and

Hyperchromatic
lymphocytes, variation in nuclear size (anisokaryosis) (Black
arrows) among the cell nuclei. (Lymph node aspirate, giemsa
strain, x400).
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Figure 3. Nuclear molding (Black arrows). (Lymph node
aspirate, giemsa strain, x400).

Figure 4. Abnormal mitosis (Thin arrows), Undifferentiated
lymphoblasts (Thick arrows) at an incomplete stage of
development, Pleomorphic cells (Green arrows). (Lymph
node aspirate, giemsa strain, x400).

Based on the data, aggressive chemotherapy treatment
spanning a period of four weeks was initiated for the patient
diagnosed with ALL, as presented in Table 3. During the
treatment process, repeated hematological assessments
revealed the capacity of the hematology device to analyze
leukogram data that had not been previously detected (Table
1). These analyses also identified manifestations of
thrombocytopenia. In the second week of aggressive
chemotherapy treatment, leukopenia and granulocytopenia
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were observed, as shown in Table 1. Considering the values,
prednisolone  treatment  was  discontinued, and
immunostimulant medication was initiated. Two weeks later,
following the treatment course, blood samples were collected
for hematological and biochemical laboratory analyses, as
well as a blood smear. It was observed that the leukocyte
count had increased (Table 1). Studies indicate that retrovirus
infections may lead to kidney lesions (13-15). However, it
should be noted that the normal toxicity of cytotoxic
chemotherapeutic agents can be augmented in the presence of
impaired liver and kidney functions. (3). During this period,
in an effort to prevent renal damage in the patient, a renal diet
regimen and diuretic treatment were recommended and
prescribed to the owner of the patient, with the suggestion of
monitoring the patient for a period of time. Two months later,
during the follow-up examination, the patient was brought
back to the clinic with an improved appetite but, at the same
time, neurological symptoms characterized by incoordination
in the hind limbs as well as constipation. Parenteral
medication administration and enema were performed, and a
laxative drug (lactulose) was prescribed. The treatment
protocols administered are detailed in Table 3.

A few days following, it was observed that Kkeratitis
developed in the left eye, and a manifestation of lingual palsy
occurred (Figure 5). Following the treatment protocols
carried out for ten days after this date, although a general
improvement in blood values was observed in the
hematological assessment, there was no overall improvement
in the patient's condition. Due to the persistence of
neurological symptoms, a decision was made to initiate a
different treatment protocol. For this purpose, the patient was
administered pain management (16) and drugs to support
neural stimulation (Table 3). This protocol was administered
over ten days; however, due to the exacerbation of the
patient's neurological symptoms (including incoordination in
the forelimbs), the development of complete vision loss in the
left eye (Figure 1), the persistence of constipation, and the
emergence of neurogenic bladder, euthanasia was carried out
at the request of the patient's owner.

Figure 5. The cat diagnosed with ALL and FeLV infection
had tongue paralysis, complete blindness in the left eye due
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to severe keratoconjunctivitis, and visual loss that did not
respond to treatment.

3. Discussion

ALL is a rare hematopoietic neoplasm encountered in both
cats and dogs (17). This is the first case report of acute
lymphoblastic leukemia in cats in Tirkiye.

While it is more frequently reported in dogs compared to cats,
the disease is predominantly observed in younger and middle-
aged dogs, typically within the age range of 1 to 12 years
(1,18). It has been reported that FeLV-positive cats,
specifically, are more likely to get the disease at a relatively
young age (typically under 4 years of age) (19). It has been
reported that non-specific symptoms often related to the
gastrointestinal system, such as lethargy, anorexia, vomiting,
diarrhea, oral ulceration, gingivitis, and weight loss, manifest
concomitantly with the acute onset of the disease (7,20). In
our study, both the age range and the asymptomatic nature of
these data are consistent with the case under consideration.
Lymphoproliferative disorders are more commonly observed
in companion animals than myeloproliferative disorders, and
among domestic species, they are more prevalent in cats. Cats
with lymphoproliferative disorders are commonly positive
for FeLV, Feline Immunodeficiency Virus (FIV), or both (9).
In our study, the rapid diagnostic test kit for FeLV yielded a
positive result, while the FIV test showed a negative result.
The exact role of FIV in ALL pathogenesis is still unknown
at present (7). It is well-established that gammaretroviruses,
which are the causative agents of FeLV, are more pathogenic
than lentiviruses, the agents responsible for FIV, and are
known to induce virus-associated neoplasms, primarily
lymphoma, and leukemia (20,21). In FeLV-infected cats,
hematological abnormalities such as normal hematological
values, regenerative or non-regenerative  anemia,
neutropenia,  lymphopenia, = monocytopenia,  and/or
thrombocytopenia may be observed (11). In our case study, it
was observed that in addition to mild mucosal pallor, there
was no evidence of anemia in the hematological profile.
However, alterations in hematological parameters were
identified, including an increase in monocyte (%) values, as
well as conditions such as lymphopenia, thrombocytopenia,
and granulocytopenia. In the late stages of the disease,
elevated RDW (Red Cell Distribution Width) (%) and
reduced MCV (Mean Corpuscular Volume) (%) values
garnered attention. Oliveira et al., in a FeLV-infected feline
diagnosed with ALL, reported that thrombocyte
abnormalities were not observed (10). In cats, the prevalence
of lameness, ocular or neurological symptoms associated with
myeloid leukemia is not as commonly observed as it is in dogs
(7). Neurological symptoms such as keratitis, lingual palsy,
and neurogenic bladder were observed in our study. In our
case of feline acute lymphoblastic leukemia, the observation
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of neurological ~manifestations has prompted the
consideration of neurological symptoms in all cases of ALL
in cats.

The assessment of cellular morphology conducted by Dobson
et al. may assist in distinguishing between ALL and acute
myeloid leukemia (AML) (3). In our case, the diagnosis of
ALL was established by identifying an increase in the number
of hyperchromatic intermediate and large-sized lymphocytes
and alterations in cell morphology in peripheral blood smears
and cytological preparations obtained from lymph nodes.
Tomiyasu et al., examining patients with ALL, emphasized
that a significant increase in the number of lymphoblastic
cells in peripheral blood may not always be evident (17).
Furthermore, it has been suggested that in the aspect of
detecting lymphoblastic cells in peripheral blood, even if their
quantity is limited, suspicion of this disease should be
warranted.

Findings from serum biochemistry analysis are nonspecific
and reflect underlying secondary disease processes in FeLV
infection. The most prominent biochemical alterations in our
patient include hyperproteinemia, hyperalbuminemia,
hypernatremia, and hyperkalemia. While no significant
difference was observed in terms of hyperproteinemia
between non-infected cats and cats with progressive FeLV
infection, it is notable that cats infected with FIV exhibit a
higher likelihood of demonstrating hyperglobulinemia when
compared to non-infected cats (11,22).

After the diagnosis was established for the case presented in
the report, the patient survived for approximately 2.5 months.
While the prognosis appears to be slightly more favorable
compared to AML, approximately 20% to 40% of ALL cases
achieve a state of remission. In general, there are typically
short periods of survival lasting from one to three months;
however, it has been noted that, on occasion, longer durations
may be possible. It has been assessed that the course of the
disease in our case is consistent with previous reports (3,11).

According to our case report, a FeLV-infected cat diagnosed
with ALL has been reported for the first time in Tiirkiye. The
current prevalence rate of FeLV in Tirkiye is unknown.
Feline leukemia, a viral infection, can give rise to various
health issues in cats, including acute lymphoblastic leukemia.
Cats infected with the FeLV are at risk of developing acute
lymphoblastic leukemia, a type of cancer that affects white
blood cells. Therefore, it is considered essential for
veterinarians to be knowledgeable about the diagnosis,
treatment protocols to be applied, the likely prognosis of the
disease, and the implementation of preventive measures for
FeLV-suspected or positive cats and hematopoietic
neoplasms caused by this infection. Regular testing and
vaccination against feline leukemia (FeLV) will aid in
preventing the spread of the virus and reducing the risk of
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developing acute lymphoblastic leukemia in FeLV-infected
cats.
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Abstract: The tongue serves as an organ of food prehension, mastication, grooming, deglutition, taste, and vocalization, and is suspected to
play a role in upper airway stability. A seven-year-old riding horse, weighing 350 kg and employed for load-carrying purposes, was brought to
Atatiirk University Faculty of Veterinary Medicine Hospital due to a transversal injury in the rostral part of the tongue caused by trauma from
the bridle's rope. During the general examination, it was observed that the tongue protruded outside the mouth, there was a presence of necrotic
odor, paralysis in the apex lingualis region, and bloodstains on the mouth corner and front limbs. After the removal of the tongue tissue,
debridement of the necrotic areas in the remaining caudal portion was performed, and it was left for secondary wound healing. Postoperatively,
intramuscular injections of 200,000 1U benzylpenicillin procaine were administered every 24 hours for 7 days, along with flunixin meglumine
given for 3 days. Additionally, a 0.12% chlorhexidine gluconate solution was used as an oral antiseptic three times daily for a duration of 7
days. Daily phone calls were made to the patient owner to inquire about the overall condition of the patient. At the follow-up appointment on
the seventh day, progress in the healing of the tongue was observed.

Keywords: Arabian horse, Tongue, Glossectomy, Secondary healing
Travma Sonrasi Kismi Glossektomi ile ikincil Iyilesme: Bir Arap At1 Vaka Raporu

Ozet: Dil; kavrama, ¢igneme, timar, yutma, tat ve ses ¢ikarma islevlerini yerine getiren bir organdir ve iist solunum yolunun stabilitesinde rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Ugyiiz elli kg agirliginda yiik tasima amaciyla kullanilan yedi yasinda bir arap at1, dizgin halatindan kaynaklanan
travma sonucu dilin rostral kisminda olusan transversal yaralanma nedeniyle Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hastanesi'ne getirildi.
Genel muayene sirasinda, dilin agiz disina ¢iktigi, nekrotik koku, apex lingualis bolgesinde felg ve agiz kenari ile n bacaklarda kan lekeleri
oldugu gozlemlendi. Dil dokusunun ¢ikarilmasinin ardindan, geriye kalan kaudal kismindaki nekrotik alanlarin debridmani yapild: ve ikincil
yara iyilesmesi i¢in birakildi. Ameliyat sonras1 7 giin boyunca her 24 saatte bir 200.000 IU benzilpenisilin prokain intramuskiiler enjeksiyonlari
yapild1 ve 3 giin boyunca fluniksin meglumin verildi. Ayrica, 7 giin boyunca giinde ii¢ kez %0.12 klorheksidin glukonat ¢ozeltisi oral antiseptik
olarak kullanildi. Hastanin genel durumu hakkinda bilgi almak i¢in hasta sahibine giinliik telefon goriismeleri yapildi. Yedinci giindeki takip
randevusunda dilde iyilesme gozlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Arap at1, Dil, Glossektomi, Ikincil iyilesme

1. Introduction

The tongue plays a crucial role not only in grasping, chewing,
grooming, swallowing, tasting, and vocalization but also in
ensuring stability in the upper respiratory tract. Tongue
lacerations are common in horses, often involving reported
abnormalities such as traumatic injuries, glossitis, neoplasia,
and tongue paralysis (1). Typically, it involves the free
portion of the tongue known as the apex lingua. These
lacerations can occur due to foreign bodies, self- inflicted
bites, or improper use of bits (2). The oral cavity and
oropharynx can be susceptible to various diseases, many of
which may present similar clinical symptoms. Among these

symptoms, partial or complete anorexia, pain during eating or
swallowing, oral swelling, malodorous breath, and excessive
saliva containing pus or blood may be present (3). Treatment
methods for tongue injuries, such as primary closure,
secondary healing, and glossectomy, are employed based on
the depth, duration, and location of the injury (4).

In human medicine, glossectomies are categorized into four
types: partial, subtotal, near-total, and total. A partial
glossectomy involves removing or amputating any part of the
tongue that is in front of the frenulum (5). Subtotal
glossectomy means removing all the tongue tissue behind the
frenulum, as well as a portion or the entire genioglossus and
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geniohyoid muscles. Near-total glossectomy is the removal of
over 75% of the tongue. Total glossectomy is the complete
removal or amputation of the entire tongue. Among humans,
partial glossectomies are regarded as minor surgeries,
whereas subtotal, near-total, and total glossectomies are
considered major surgeries. This case presentation aims to
evaluate the application of wound debridement and secondary
healing following partial glossectomy in horses, assessing the
post-treatment performance of the horse, and examining the
long-term outcomes of the procedure (6).

2. Case Description

A seven-year-old Arabian horse, weighing 350 kg and
employed for load-carrying purposes, was brought to Atatiirk
University Faculty of Veterinary Medicine Hospital due to a
transversal injury in the rostral part of the tongue caused by
trauma from the bridle's rope. According to the gathered
anamnesis information, trauma occurred 72 hours ago as a
result of the tongue being compressed by the bridle's rope
inside the oral cavity. Before being brought to the hospital,
the available pelleted feed was soaked and turned into a mash
in an attempt to feed the horse, but it did not receive adequate
nutrition. The horse was kept in the stables without receiving
any treatment until it was brought to the hospital.

During the general examination, it was observed that the
tongue protruded outside the mouth, there was a presence of
necrotic odor, paralysis in the apex lingualis region, and
bloodstains on the mouth corner and front limbs. Clinically,
the case exhibited weakness, fatigue, loss of appetite,
increased salivation, and an elevation in rectal temperature.
During inspection, a deep transversal laceration was
identified in the rostral 1/3 portion of the tongue (Figure 1).
As a result of the lack of treatment, necrosis in the tongue
tissue and a necrotic odor inside the mouth were identified.
General sensory paralysis was detected due to damage to the
extensions of the hypoglossal nerve in the apex part of the
tongue. No abnormalities were seen on radiographic
examination of the head and hyoid area. Initially, due to the
tachycardia and moderate dehydration in the horse,
intravenous (IV) lactated Ringer's solution (65ml/kg,
Polifleks Lactated Ringer 1.V. Infusion Solution, Polifarma,
Turkey), intravenous cefazolin (15mg/kg, Eqizolin, Tiim
Ekip Ilag A.S., Turkey), intramuscular flunixin meglumine
(1.1 mg/kg, Flumeglin, Teknovet, Turkey), and vaccination
for tetanus biotoxin (Cloteid 4, Bioveta, Czech Republic)
were administered.
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Figure 1. The deep transversal wound on the horse's tongue
was caused by trauma.

Surgical Procedure

In the administration of anesthesia for a partial glossectomy
procedure, xylazine and ketamine were utilized intravenously
at dosages of 1.1 mg/kg (Xylazinebio %2, Interhas, Turkey)
and 2.2 mg/kg (Ketasol %10, Interhas, Turkey), respectively.
After being taken into anesthesia, the horse was placed in a
right lateral position on a cushion and leg restraints were
applied. A gunter padan was placed in the horse's mouth, and
the oral cavity was aseptically prepared with 2%
chlorhexidine gluconate (Klorhex %4, Drogsan, Turkey). A
local block with 2% lidocaine hydrochloride was
administered to the base of the tongue. To minimize bleeding,
a tourniquet was placed cranially on the frenulum of the
tongue.

The selected area for amputation included the necrotic portion
along with the region affected by laceration and its rostral
part. The partial glossectomy was performed using a scalpel.
After the removal of the tongue tissue, debridement of the
necrotic areas in the remaining caudal portion was performed,
and it was left for secondary wound healing. The excised
tissue was examined histopathologically (Figure 2).

Figure 2. The apex of the tongue removed after partial
glossectomy.

Tissue Tracking Process

Following the evaluation, the collected tissue samples were
fixed in 10% formaldehyde solution for 48 hours, and after
routine tissue processing procedures, they were embedded in
paraffin blocks. Sections, each 4 um thick, were obtained
from each block and prepared for histopathological
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examination. The prepared specimens were stained with
hematoxylin and eosin (H&E) and examined under a light
microscope (Olympus BX 51, Japan).

Postoperative Care

During the postoperative period, benzylpenicillin procaine
was prescribed instead of cefazoline because the caretaker
mentioned having an antibiotic containing benzylpenicillin
procaine available in the stable and indicated they could not
afford a different antibiotic. Intramuscular injections of
200,000 IU benzylpenicillin procaine (Reptopen, Ceva,
France) were administered every 24 hours for 7 days, along
with flunixin meglumine (1.1 mg/kg, Flumeglin, Teknovet,
Istanbul) given for 3 days. Additionally, 0.12% chlorhexidine
gluconate (Klorhex Plus, Drogsan, Turkey) solution was used
as an oral antiseptic three times daily for a duration of 7 days.

Following the operation, the patient owner declined
hospitalization. The patient owner was advised to feed the
animal with a diet consisting of moistened pellets, soaked
sugar beet pulp, and hay. Daily phone calls were made to the
patient owner to inquire about the overall condition of the
patient. According to the information provided by the patient
owner, the animal was unable to chew effectively and
swallow during the first two days, managing to ingest only
small amounts of food. On the third day, a mixture of adult
pellet feed and hay was provided. It was recommended to
continue feeding the mixture of adult pellet feed and hay until
the seventh day. Upon the follow-up appointment on the
seventh day, improvement in the healing of the tongue was
observed.

3. Results

The biopsy specimen taken from the horse's tongue was
histopathologically examined, revealing severe acanthosis
and marked anaplasia in the stratum spinosum cells due to cell
proliferation in the tongue epithelial layer. Additionally, the
formation of keratin pearls (Glob Corne) was observed in the
epithelial layer of the tongue. (Figure 3).

Figure 3 (A) Tongue of the horse showing Squamous Cell
Carcinoma with acanthosis (arrow)and Kkeratin pearl
formation (glob corne) (arrowhead) due to proliferation in
epithelial cells. H&E stain, Scale bar: 70 um. (B) Tumor
tissue  displaying  keratin  pearl  formation (glob
corne)(arrowhead). H&E stain, Scale bar: 40 pm.

Insufficient communication with the animal owner following
the partial glossectomy procedure complicated the
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assessment of the recovery process. By the sixth month, it was
observed that the granulation tissue had covered the
remaining transverse incision in the radix region of the
tongue, indicating successful healing. The owner, who was
reached by phone, reported no issues with food or water
intake.

Figure 4. Granulation tissue formation in the horse's tongue
six months after a partial glossectomy procedure.

4. Discussion

In horses, as previously indicated in prior studies, the partial
glossectomy method may be applied for the treatment of
severe tongue traumas (1-4). The use of traumatic
glossectomy or glossectomy as a treatment modality for cases
involving severely traumatized tongues has been reported in
earlier studies, particularly in instances of devitalized or
minimally connected tongue traumas (7). Taking into
consideration the classification of glossectomy methods
applied in humans and the categorization of treatment
approaches for tongue injuries in dogs (6), the glossectomy
described in this report has been classified as "partial
glossectomy". This classification defines the amputation of
either a portion or the entirety of the pre-frenulum free
tongue.

Potential causes of protrusion or paralysis in the horse's
tongue include abnormal behavior, congenital abnormalities,
clostridium botulinum infection, abnormalities in the
hypoglossal nerve or nerve roots, and parasitic diseases (2).
Cheetam et al. stated that the styloglossus, hyoglossus, and
genioglossus muscles receive their motor innervation in the
tongue from the hypoglossal nerve (Cranial Nerve XII) and
emphasized that damage to the hypoglossal nerve is
associated with the protrusion of the tongue (8). Similarly, the
protrusion observed in the tongue of the patient in this report
was determined to be due to a deep wound occurring in the
transverse plane of the tongue.

The radiography of the oral cavity can assist in imaging
radiopaque foreign bodies or fractures as the cause of clinical
symptoms. Its utility is limited in identifying soft tissue
lesions (1,9). In the radiographic imaging utilized in our case,
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no lesions were observed in the bone structure or soft tissues.
Magnetic resonance imaging and computed tomography can
be employed to visualize the locations and extensions of soft
tissue lesions (1).

Squamous cell carcinoma (SCC) is a frequently encountered
neoplasm in horses. Horses with lingual SCC may experience
dysphagia, weight loss, increased salivation, difficulty
chewing, and tongue ulceration. The recognition of lingual
SCC in horses may be challenging, as it can present with
clinical symptoms similar to more common diseases in the
oral cavity (1). SCC in any species typically initiate as small,
non-healing, slowly growing ulcerations or proliferative
cauliflower-like masses with a broader base, resembling
papillomas. In this case, the patient was brought in with a
complaint of tongue trauma, and morphological changes
indicative of SCC in the tongue were not observed. Horses
developing tongue lesions due to various causes often
experience difficulties in functions such as eating, chewing,
swallowing, and vocalization (2). In consideration of these
circumstances, the cachectic posture noted during the clinical
examination in this case was considered to potentially
originate from the SCC in the oral cavity. Additionally, when
the patient was brought to the hospital with tongue trauma, no
symptoms related to SCC were observed on the tongue.

Surgical intervention may be a treatment option for lingual
tumors, although its applicability depends on the size and
location of the tumor. Partial glossectomy may be a suitable
treatment approach for horses with SCC, depending on the
size and location of the tumor. Furthermore, in dogs, this
treatment method has yielded successful results (2).
Glossectomy has been previously described as a treatment for
severely traumatized tongues, which may involve loss of
vitality or minimal attachment to the main portion of the
tongue (9, 10, 11, 12), and in cases, they have regained their
previous functions in the long term. Particularly in horses,
partial glossectomy may be considered as a successful
treatment option for conditions resistant to medical
intervention. Schoonover et al. noted that when wounds
involving a significant amount of muscle were left for
secondary healing, good recovery was observed, although
they specified that the tongue was not one of these areas (4).
On the contrary, Sadan et al. indicated in their study on
glossopharyngeal and wound conditions in foals that, if early
results are not expected, secondary intention healing can yield
excellent outcomes for achieving optimal results (3). In
parallel, White et al. have mentioned that in the treatment of
tongue injuries in horses, most lacerations heal well with
secondary intention healing, and surgical repair is not
necessary. (13). In light of this information, in our case, a
partial glossectomy was performed, and wound debridement
was carried out, allowing the process to proceed to secondary
intention healing.
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4. Conclusion

This report demonstrates the successful secondary healing of
a wound after partial glossectomy in a horse, following
wound debridement, and indicates good tolerance of the
procedure. Based on these findings, glossectomy may be
considered as a treatment option for aggressive tongue tumors
and other conditions where the tongue is irreversibly
compromised. In this study, a glossectomy classification
system following the framework developed for humans was
employed. This system could contribute to the
standardization and reporting of future cases and aid in
determining post-treatment prognosis.
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Ozet: Bu vaka raporunun amaci, Kanin Parvovirus (CPV) ile enfekte bir kopekte, laktuloz nefes testi kullanilarak ince bagirsaklarda asiri
bakteriyel ¢ogalma (SIBO) ile asir1 intestinal metanojen artisinin (IMO) tespit edilmesi ve bu yontemle CPV'nin intestinal permeabilite
degisimlerine olan etkilerinin degerlendirilmesidir. Klinik bulgulart CPV ile uyumlu ve antijen hizli test kiti ile pozitif olarak dogrulanan bir
kopekte SIBO ve/veya IMO mevcudiyetini belirlemek amaciyla hidrojen (H2) ve metan (CH4) nefes testi analizleri gergeklestirildi. Hastaya
laktuloz uygulamadan once (0.dakika), laktuloz uyguladiktan 30, 60 ve 90 dakika sonra toplamda dort kez nefes numunesi pediatrik maskeli
gaz toplayici aparat kullanilarak toplandi. Toplanan numuneler analiz edildi. {lk nefes numunesinde H2 degeri 55 ppm olarak tespit edildi. 60.
dakikada H2 degeri 168 ppm'e yiikselerek belirgin bir artig gosterdi. CH4 degeri ise baslangicta 19 ppm iken, 60. dakikada 31 ppm'e ulasti.
Ayrica, 90. dakikada ikinci bir H2 zirvesi 132 ppm olarak tespit edildi. Bu bulgular, nefes testinde SIBO'nun ve IMO’nun pozitif oldugunu
gosterdi. Bu vaka raporu, CPV ile enfekte kopeklerde SIBO ve IMO 'nun tespiti ve yonetiminin 6nemini vurgulamaktadir. Daha ileri ¢aligsmalara
ihtiya¢ duyulmakla birlikte, bu yontemle SIBO'nun tespiti, enfeksiyonun prognozu ve yonetimi agisindan kritik dneme sahip olabilecegi
kanaatini tagimaktayiz.

Anahtar Kelimeler: Gastroenteritis, Kopek, Nefes testi, Parvoviriis, SIBO .

Small Intestinal Bacterial Overgrowth and Intestinal Methanogen Overgrowth in A Dog
with Parvoviral Gastroenteritis: Measurement by Breath Testing Using A Lactulose Probe

Abstract: The aim of this case report is to detect small intestinal bacterial overgrowth (SIBO) and intestinal methanogenic overgrowth (IMO)
in a dog infected with Canine Parvovirus (CPV) using lactulose breath test and to evaluate the effects of CPV on intestinal permeability changes
with this method. Hydrogen (H2) and methane (CH4) breath test analyses were performed to determine the presence of SIBO and/or IMO in a
dog with clinical findings compatible with CPV and confirmed positive with an antigen rapid test kit. Before lactulose administration to the
patient (Oth minute), 30, 60 and 90 minutes after lactulose administration, a total of four breath samples were collected using a pediatric masked
gas collector apparatus. The collected samples were analyzed. The H2 value was determined as 55 ppm in the first breath sample. At the 60th
minute, H2 value increased significantly to 168 ppm. The CH4 value was initially 19 ppm and reached 31 ppm at 60 minutes. In addition, a
second H2 peak of 132 ppm was detected at 90 minutes. These findings indicated that the breath test was positive for SIBO and IMO. This case
report emphasizes the importance of detecting and managing SIBO and IMO in dogs infected with CPV. Although further studies are warranted,
we believe that detecting SIBO with this method may be critical for the prognosis and management of the infection.

Keywords: Breath test, Dog, Gastroenteritis, Parvovirus, SIBO

1. Giris

Kanin parvovirus (CPV) enfeksiyonu, diinya genelinde geng
kopeklerde yiiksek morbidite ve mortalite oranlart ile dikkat
¢ekmektedir (1). CPV’nin patogenezi, bagirsak, timus, lenf
diugimleri ve kemik iligi gibi hizla béliinen hiicrelerin viriis
tarafindan tahrip edilmesine dayanmaktadir (2). CPV,
bagirsak villiislerinin tabaninda yer alan ve yeni hiicrelerin
kaynag1 olan Lieberkithn Kriptlerine saldirarak mukozal
bariyerin bozulmasma ve villéz atrofiye neden olur. Bu
durum, besin malabsorpsiyonu ve enterik bakteri
translokasyonu ile birlikte kusma, kanh ishal, siddetli
dehidrasyon/hipovolemi ve sepsise yol agar (3,4). Mukozal
bariyerin kaybi, artan intestinal permeabilite nedeniyle

bakterilerin ve metabolitlerinin kontrolsiiz gecisine olanak
taniyarak sistemik inflamasyona zemin hazirlar (4,5).

Intestinal epitelyal bariyer (IEB), viicudun en genis yiizey
alanim1 olusturarak i¢ ortami dis g¢evreden ayirir. IEB,
besinlerin emilimini saglama ve dis patojenlere karsi ilk
savunma hattin1 olugturma olmak {izere iki temel fonksiyona
sahiptir. I[EB’nin gegcirgenligi transselliiler ve paraselliiler
yolaklar araciligtyla diizenlenir (6). Bagirsak mikrobiyotasi,
sik1 baglantilarin modiilasyonu yoluyla TEB’yi yukar1 ve
asag1 yonde regiile edebilir; bu nedenle, disbiyozis intestinal
permeabilite artigina neden olabilir (7). Artan intestinal
permeabilite, SIBO’ya olanak saglayarak bagirsak
mikrobiyomunun degigimiyle sonuglanir (8).
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SIBO, ince bagirsagin normalde kalin bagirsakta bulunan
aerobik ve anaerobik mikroorganizmalar tarafindan asir1
sayida kolonizasyonu ile karakterizedir (9). SIBO tanisinda
ince bagirsak sivisinin aspirasyonu ile ardindan kiiltiir ve
bakteri sayimi altin standart olarak kabul edilir (10,11).
Ancak, intestinal bakterilerin yalnizca %30’u kiiltiire
edilebildiginden bu yéntem simirlidir (12,13). ince bagirsak
aspirasyonu invaziv, zaman alici ve maliyetli bir iglemdir. Ek
olarak, orta ve distal ince bagirsagin normal endoskoplarin
erisim alaninin diginda kalmasi yanlis negatif sonuglara da
neden olabilir (14). Aseptik tekniklerle yapilan
aspirasyonlarda dahi oral ve 6zofageal flora kontaminasyonu
onemli sayida yanlis pozitif sonuca yol acabilir (15). SIBO'yu
teshis etmek icin kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) umut verici sonuglar vermistir (16,17); ancak, bu
teknikler klinik  uygulamalarda yaygin
bulunmamaktadir.

olarak

IMO terminolojisi, tip hekimliginde dahi ¢ok yeni olarak

diagnostik  manada  yerini  almaktadir.  Bagirsak
mikrobiyomunun iiyeleri olan metanojenlerin aslinda bakteri
olmadig1, ancak arkelere ait oldugu gercegini daha dogru bir
sekilde yansitmaktadir. Dahasi, metanojenler kolon veya ince
bagirsakta asir1 c¢ogalabilir (18). Bu vaka rapaorumuzda
literatiir ~ taramamiz  dahilinde daha Onceden hig
tanimlanmadi@1 hali ile hem SIBO hem de IMO, CPV ile

iligkilendirilmektedir.

Nefes testi, bagirsakta iiretilen ve akcigerler yoluyla atilan
gazlarin Ol¢iimiine dayanan invaziv olmayan, ucuz ve
nispeten basit bir yontemdir (10,19). Hidrojen (H2) ve metan
(CH4) gazlar1 yalnizca bagirsaktaki mikrobiyal fermantasyon
yoluyla iiretilir (20). Bu gazlar bagirsak mukozasindan portal
dolagima geger, burada alveoler bosluklarda gaz transferine
ugrar ve daha sonra ekspirasyon yoluyla atilir. Saghkl
bireylerde bu siireg, ¢ogu bakterinin bulundugu kalin
bagirsakta baglar. Ancak, SIBO'lu hastalarda fermantasyon
ince bagirsakta daha proksimalde gerceklesir. Nefes testi
sirasinda bu gazlar belirli araliklarla toplanir (18,21).
Fermantasyonun  bagirsaktaki ~ anatomik  konumunu
belirlemek, substratin yutulmasindan sonra gaz {iretimi ve

ekspirasyonun zamansal driintiisiine dayanir (21).

Bu vaka raporunda, CPV ile enfekte bir kopekte H2 ve CH4
nefes testi kullanarak SIBO mevcudiyetinin belirlenmesi
amagclandi.

2. Olgu Sunumu
2.1. Vaka ge¢misi ve klinik bulgular

Altt aylik erkek Kangal ki bir kopek, Aydin Adnan
Menderes  Universitesi, Veteriner Fakiiltesi
Hastanesi I¢ Hastaliklar1 Poliklinigine, iki giindiir devam

Hayvan

eden letarji, anoreksi ve kanli ishal sikayetleri ile getirildi.
Anamnez bilgilerine gore, hasta 20 giin 6nce sahiplenilmis
olup i¢-dis parazit ilaglar1 ve agilarin yaptirilmadigi bilgisine
ulasildi.
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2.2. Fiziksel muayene ve laboratuvar bulgular

Genel muayene sirasinda, hastanin kagektik, letarjik ve
mental depresif  oldugu  gozlemlendi.
Submandibular lenf yumrularmin biiylimiis oldugu ve mukoz
membranlarin hiperemik oldugu tespit edildi. Dehidrasyon
derecesi klinik bulgulara dayanarak %8 olarak belirlendi.
Rektal sicaklik 39°C, kalp frekansi1 160, solunum frekansi 24
olarak olgiildii. Kapiller dolum zamani >3 saniye olarak
belirlendi. Digskinin makroskobik muayenesinde diskinin
yumusak ve kanli oldugu goriildii. Hastanin hemogram,
biyokimya, kan gazi ve C-Reaktif protein (CRP) olgiimleri
yapildi. Hemogramda ciddi kemik iligi supresyonu ve anemi
tespit edildi (Tablo 1). Biyokimya sonuglarinda Aspartat
Aminotransferaz  diizeyinde artis disinda anormallige
rastlanmadi. CRP degeri 137.28 mg/L olarak bulundu ve bu
deger referans araliginin tizerinde, siddetli enfeksiyona iligkin
olarak degerlendirildi. Kan gaz1 olgiimlerinde respiratorik
asidozis saptandi.

durumunun

Tablo 1. Hastanin hemogram sonuglari

Hematolojik Sonu¢ Referans Arahgi
Veriler

WBC(10°/L) 1.71 (-) 6,0-17,0
LYM (10°/L) 0,58 (-) 1,0-4,80
MON (10°/L) 0,08 (-) 0,2-1,50
NEU (10°/L) 1,03 (-) 3,0-12,0
EOS (10°/L) 0,01 (-) 0,1-1,0
BAS (10°/L) 0,0 0,0-0,5
RBC (10'/1) 4,5 (- 5,5-8,5
HGB (g/dL) 12,6 12,0-18,0
HCT (%) 30,35 (-) 37,0-55,0
MCYV (fl) 68 60,0-77,0
MCH (pg) 28,1 (+) 19,5-24,5
MCHC (g/dL) 41,6 (+) 31,0-34,0
PLT (10°/L) 520 (+) 200-500
MPV (f1) 9,2 3,9-12,0
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2.3. CPV tanisi Ornekleme  prosediirii  asagida  acgiklandigr  sekilde
gerceklestirildi.  Pediyatrik hastalar igin  dzellestirilmis

CPV tanis icin Canine Parvo Virus Antijen Test Kiti (Vet
Diagnostix, Cin) kullanilarak hizli antijen testi yapildi ve
pozitif sonug elde edildi.

Sekil 1. CPV ile enfekte 6 aylik kangal irki erkek kopek.
2.4. SIBO tanis1 ve nefes analiz 6lciimleri

CPV tams1 konulan ve kanli ishal sikdyeti devam eden
hastanin H2 ve CH4 nefes testi analizleri, Nano Coulomb
Breath Analyzer CA4458 (Sunvou Medical Electronics Co.,
Wuxi, Cin) cihazi ile ger¢eklestirildi. Cihazin temini XXX
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (ADU-BAP)
VTF-24006 kodlu Giidiimli Proje dahilinde olmustur.

Tablo 2. Nefes analizi sonuglari.

maskeli gaz toplayici aparatin (Sunvou® Medical Electronics
Co., Wuxi, Cin) distal ucuna tek kullanimlik hava
sizdirmayan gaz numune torbasi yerlestirildi. Hastaya
laktuloz ¢ozeltisi verilmeden hemen 6nce 0. dakikada, gaz
toplayici aparat kdpegin agzini tamamen igine alacak sekilde
yerlestirildi ve gaz numune torbast dolana kadar beklenerek
ilk nefes numunesi (#0) topland: (Sekil 2). ilk numuneyi
iceren torba aparattan ¢ikarilarak analiz igin ayrildi. Daha
sonra hastaya oral yolla 10 ml laktuloz ¢ozeltisi (10 gr
laktuloz) (SIBOLAC®, RDA Grup, Istanbul) verildi. Nefes
toplama prosediirii, laktuloz uygulamasindan 30., 60. ve 90.
dakikalarda ti¢ kez daha tekrarlandi ve tiim 6rnekler toplama
zamanina gore kategorize edildi. Tim numuneler
toplandiktan sonra analiz i¢in hazir hale getirildi. Analizler
ardistk olarak nefes analizatoriinde (Sunvou® Medical
Electronics Co., Wuxi, Cin, Tiirk tarafi distribiitorii RDA
Grup, Istanbul) bilgisayar baglantisi ile software programi
araciliginda gergeklestirildi ve hastanin nefesindeki H2 ve
CH4 gazlar1 ppm biriminde saatlere gore kaydedildi (Tablo 2,
Sekil 3). Bu sonuglar 1s1ginda hastanin SIBO (+) ve IMO (+)
oldugu belirlendi.

Ornek No Numune toplama Hz/ppm CH4/ppm 02/% CO2/%
Zzamani
0# 15:00 55 19 18,2 1,8
1# 15:30 23 11 19,1 1,2
2# 16:00 168 31 18,1 1,9
3# 16:30 132 28 18,6 1,6
150 /L"'
Y Yy .
5 ” / . —=— H2 test value curve
50 M pd —e— H2 change value curve
* pe t‘:\i ) — XL —— CH test value curve
tesults:
:xhaled H2:Positive(+) exhaled CH4:Positive(+

Sekil 2. Nefes toplama prosediiriiniin gerceklestirilmesi.
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Sekil 3. Zamana gore hastanin nefesindeki H2 ve CH4 gazi
miktarlarini gdsteren grafik.

3. Tartisma

Bu vaka takdiminde, CPV ile enfekte bir kopekte laktuloz
nefes testi kullanilarak SIBO ve IMO mevcudiyetleri
belirlendi. Mevcut literatiirler (18,21,26), hem klinik hem de

aragtirma ortamlarinda, baslangic degerine gore 90.
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dakikadan itibaren >20 ppm'lik bir H2 gazi artisinin pozitif
bir test sonucu olarak kabul edilmesi konusunda fikir birligi
sunmaktadir. Analizler esnasinda Ol¢lim zamanlarinin
herhangi bir diliminde >10 ppm'lik bir CH4 gazi artis1 da
IMO pozitif olarak tanimlanmaktadir (18,21). Bu vakada, ilk
nefes numunesi olan #0 dl¢timiindeki H2 (55 ppm) degerine
gore, 60. dakikada (#2: 168 ppm) belirgin bir artis tespit
edilerek ilk H2 zirve noktasi belirlenmistir. CH4 degerinde
ise biitiin dl¢iimlerde 10 ppm degerinden yiiksek bir miktar
saptanmistir. Mevcut konsensuslarda, SIBO tanis1 igin 90.
dakikadan itibaren bazal (0. dakika) nefes analizine oran ile
>20 ppm'lik H2 artisi ve IMO tanisina yonelik olarak
herhangi bir zamanda >10 ppm'lik CH4 degeri pozitif kabul
edilmesine ragmen, bu kriterler insan c¢alismalari igin
belirlenmistir ve oro-sekal gegis siiresi (OSGS) ortalama 90
dakika olarak kabul edilmektedir (18,21). Kiiciikk hayvan
hekimliginde nefes testi gaz parametrelerine iligskin bir
konsensus heniiz olusturulmamistir. Bu vaka raporunun da
amaci ileride olusturulacak rehberlere kilavuzluk edecek bilgi
temelinin tesisidir. Bu konuda kararlilikla adim atmaya hazir
oldugumuzu beyan etmek isteriz.

Literatiir degerlendirmelerinde, kedi ve kdpeklerde OSGS'ye
iliskin smirli sayida calisma bulunmaktadir. Kopeklerde
yapilan ¢aligmalardan ikisi (22,23) laktuloz kullanmamis olsa
da, diger bir baska calismada (24) net veriler elde
edilememistir. Kedilerde yapilan arastirmada, ortalama
OSGS tedavi 6ncesi 27,7 + 3,7 dakika ve tedavi sonrasi 56,5
+ 12,1 dakika olarak belirlenmistir (25). Ancak, bu
arastirmalarda yalnizca laktuloz nefes testi kullanilmistir.
Laktuloz, ince bagirsak tarafindan emilmedigi igin bu
substratin nefes testi sirasinda hem ince bagirsak hem de
kolonda bakterilerle temasi belirlenmektedir (19,27). Bu
nedenle, sadece laktuloz H2 nefes testi sirasinda gézlemlenen

erken H2 artiglart  ince bagirsaktaki  bakterilerden
kaynaklanabilecegi gibi, hizli OSGS’den de
kaynaklanabilmektedir (28,29). Dolayisiyla bu vaka

raporunda 4’1l nefes testi degerlendirilmesinde bulunulmus,
tek artiy yerine 4’li pencereden (Tablo 2) yorumlama
yapilmistir. Bdoylelikle erken H2 artigt sonraki 3 aralikli
orneklemle de desteklenerek (Sekil 3) tan1 konulmustur

Irritabl bagirsak sendromunda (IBS) hizl1 ince bagirsak gegisi
yaygin bir durum olup (29), degerlendirilen vakada yer alan
kopekte de CPV iligkili bagirsak inflamasyonu mevcuttu.
SIBO tanisinin 6zgiilliigiinii artirmak icin H2 nefes testinin,
bagimsiz bir OSGS 6l¢iimii olan sintigrafi ile birlestirilmesi
onerilmektedir (29-32). Ancak, fakiiltemiz biinyesinde
sintigrafi olanag1 bulunmadigindan es zamanl degerlendirme
miimkiin olmamistir. Ayrica, laktulozun yiiksek dozda
kullanimi1 da OSGS’yi artirabilmektedir. Nefes testlerinin
prosediiriine iliskin en giincel Avrupa Konsensusu (26), 10-
25 gram laktuloz 6énermektedir. Ancak, bu calisma insanlara
yonelik olup, kopekler i¢in laktuloz dozu 6neren bir ¢aligma
bulunmamakla birlikte 6nerilen tercihen
(mecburen) kullanildi. Bu sebeple vakamizdaki, ilk H2

insan dozu
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zirvesinin 60. dakikada goézlenmesi, kopegin OSGS'sinde
artis veya laktuloz dozu ile iliskili olabilir, ancak yine de
SIBO’nun bir gostergesi olarak yorumlanabilir ¢iinkii 90.
dakikada benzer bir ikinci zirve de (Sekil 3) mevcuttur.
Laktuloz substrat1 kolona girerken H2 atiliminda kademeli
artisla erken bir zirveye veya iki belirgin H2 zirvesine neden
olabilmektedir: ilk "erken" zirve ince bagirsak mikrobiyota
aktivitesini ve ikinci "ge¢" zirve kolon bakteriyel
metabolizmasint géstermektedir (33,34). Bu vaka raporunda
CPV ile enfekte kopekte, 90. dakikada 132 ppm’lik H2 ile
ikinci bir zirvenin tespiti, kolonik mikrobiyotanin agiga
¢ikardig1 metabolik gazlarla iliskilendirildi.

Ghoshal ve digerlerine (35) gore, laktuloz H2 nefes testinde
biri SIBO'dan digeri kolondan kaynaklanan ¢ift zirve
olusumu SIBO tanist olarak kabul edilmekte, ancak Kuzey
Amerika Konsensusu’na (21) gore SIBO tanist i¢in nefes
testinde iki zirvenin bulunmasi gerekmemektedir. Bununla
birlikte, ilgili arastirmanin yazarlari, ¢ift zirve olusumunun,
SIBO tanisini giiclendirdigini diisiinmektedir. Nefes H2
ortalama bazal degerleri insanlarda >16 ppm ise genellikle
yiiksek olarak kabul edilmektedir (36). CPV enfeksiyonu
bulunan kdpekte bazal H2 degeri 55 ppm olarak dl¢tilmiis ve
yiiksek olarak  degerlendirilmistir.  Ancak,
hekimliginde bu konuda g¢alisma eksikligi nedeniyle referans
deger mevcut degildir. Baslangigta dlgiilen daha yiiksek H2
ve/veya CH4 gazi seviyeleri, karbonhidratlarin devam eden
fermantasyonunu gostermektedir. Bu durum, genellikle
testten Once Onerilen diyet preparatlarina uyulmamasi veya 8-

veteriner

12 saatlik aclik siiresinin saglanmamasi sonucu kolondan
fermantasyonun 6l¢lilmesinden kaynaklanabilir. Ancak, daha
yiiksek bazal hidrojen seviyeleri, zayif oral hijyen veya 6n
bagirsak dismotilitesinin varligi gibi diger faktorleri de
yansitabilir (21). Degerlendirilen kdpegin, diyet veya aglik
siiresine uyumsuzluk s6z konusu degildi, ¢iinkii alinan
anamnez bilgisine gore kopek 2 giindiir anoreksiktir. On
bagirsak dismotilitesinin mevcudiyetini belirlemek amaciyla,
sintigrafi yontemi ile OSGS O&lglilememistir, ancak ilk
Olgtimlere gore (0., 30. dk) diger dlglimlerde (60., 90. dk)
belirgin iki zirvenin gézlenmesi, sindirim
sisteminde ince ve kalin bagirsaga ulastigini gdstermektedir.
Mevcut literatiirler, oral bakterilerin test sekerleri tizerindeki
etkisine bagl olarak, H2 iretimi riskini azaltmak igin
baslangic nefes Ol¢limleri alinmadan hemen Once oral
kavitenin antiseptik bir soliisyonla (6rn. klorheksidin)
calkalanmasmi oOnermektedir (10,21,26,37). Bu vakada
antiseptik gargara kullanilmamis olup, bazal H2 artis1 zayif
ag1z hijyeni ile iliskilendirilebilinir.

laktulozun

Giincel literatiirler, artan CH4 gazi tretimi seviyelerini
tanimlamak i¢in IMO terimini onermektedirler (18,21,26).
IMO terminolojisi, metanojenlerin aslinda bakteri olmadigi,
ancak arkelere ait oldugu gergegini daha dogru bir sekilde
yansitmaktadir. Dahasi, metanojenler kolon veya ince
bagirsakta asirt ¢ogalabilir (18). Ayrica, metanojenler SIBO
yonetiminde kullanilan tek antibiyotik tedavileriyle yeterli
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sekilde ekarte edilemeyebilir ve ¢ok sayida antibiyotik tedavi
kombinasyonlar1 (yani, rifaximin ve neomisin) gerektirebilir
(38). Insanlarda nefes testi sirasinda herhangi bir zamanda (ag
bir hastada baslangic seviyesi dahil) gozlemlenen CH4
seviyesi >10 ppm, pozitif bir IMO test sonucu olarak kabul
edilmektedir (39). Calismamizda bazal CH4 degeri de yiiksek
(19 ppm) olup, nefes H2 degisimi ile benzer sekilde 60.
dakika (31 ppm) =10 ppm =zirve noktasi saptanmistir.
CPV’nin kriptlerde olusturdugu hasar, ince bagirsakta

mukozal bariyeri bozarak ve intestinal permeabiliteyi
artirarak; intestinal mukozada bulunan bakterilerin ve
metabolitlerinin translokasyonu ile sistemik dolasima

erismesine ve septisemi ile sonuclanmasina neden olmaktadir
(3,4). CPV ile enfekte, mukozal hasari bulunan kopeklerde
SIBO tanist ve yoOnetimi biiylik onem arz etmektedir. Bu
calisma, laktuloz nefes testi ile SIBO ve IMO mevcudiyetinin
CPV pozitif kdpeklerde belirlenmesi ve tedavi siireglerinin
optimize edilmesi agisindan onemli bir katki saglayacagi
kanisini tagimaktayiz.

4. Sonug

CPV tanist konulan bir kopekte, laktuloz kullanilarak
gergeklestirilen H2 ve CH4 nefes testi ile SIBO ve IMO
teshisi konuldu. CPV’nin prognozunda sepsisin biiylik rolii
nedeniyle, SIBO mevcudiyetinin belirlenebilmesi; bakteriyel
translokasyon sonucu gelisen septiseminin ydnetiminde
onemli olacaktir. Veteriner hekimlikte bu konuda yeterli
calisma bulunmamakla birlikte, bu ¢aligma 6n veri niteliginde
olup; nefes testi uygulama ve yorumlama prosediirlerine
iliskin daha detayli ¢aligsmalara ihtiyag vardir.
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gerekmektedir. ORCID ID kaydi, http://orcid.org adresinden {icretsiz yapilabilir

. Yazigsma adresinde belirtilen yazar; tiim yazigsmalardan, makale iizerindeki degisikliklerden (yazar say1 ve
stras1 dahil) ve yayina kabul edilen yazilarin matbaa provasinin diizeltilmesinden sorumludur.

. Elektronik sunum: Yayin inceleme siirecini hizlandirmak amaciyla yazilar tam olarak elektronik olarak
sunulmalidir.

. Yayinlanmasi istenen ¢aligmalar; Microsoft Word 6.0 veya daha iist versiyonda, Times Roman yazi karakterinde
12 punto, ¢ift aralikli, sayfanin tiim kenarlarinda 3 cm bosluk olacak sekilde ve ilk sayfadan baslayacak sekilde
satir numaralart ile birlikte yazilmalidir. Calismada yer alan yazarlar ile ilgili bilgiler “Baslik Sayfasi-Title Page”
ile “Esas Dokiiman-main document” den ayr1 sunulmalidir. Orijinal aragtirma ve derleme makalelerinde 16 sayfa,
literatiir listesi miimkiinse ise 30 adet sinirini, sekil ve tablo sayisi ise 8 adet sinirin1 agmamasi tercih edilmelidir.
Kisa bildiri ve olgu sunumlarinda 10 sayfay1 agmamalidir.

Bozok Veteriner Bilimleri’ne génderilen yazilar, asagidaki siraya gore (Bashik, Ozet, Metin, Kaynaklar,
Tablolar ve Sekiller) diizenlenmeli, Tablo ve Sekiller ayr1 sayfalarda belirtilmelidir.

Dergiye gonderilen caligmalar Abstract, Ozet, Giris, Materyal ve Metot, Bulgular, Tartiyma ve Sonug,
Kaynaklar basliklarindan olugsmalidir. Giris, Materyal ve Metot, Bulgular, Tartisma ve Sonug bdliimleri numara
verilerek belirtilmelidir (1.Giris, 2.Materyal ve Metot, 3.Bulgular, 4.Tartisma ve Sonug). Alt bagliklar 1.1., 1.2.,
seklinde ardisik olarak numaralandirilmalidir. Referanslar boliimii numaralandirilmamalidir.

a. Baghk: Baslik kisa, agik, tiim harfleri biiyiik ve yazi igin uygun olmalidir. Ozellikle elektronik sunumda
makalenin sadece baslig1, (yazar ve kurum adresi vermeksizin) yazilmalidir. Bu yontem, yazilarin uzmanlarca
tarafsiz bir sekilde degerlendirilmesini saglamak amacryla uygulanmaktadir.

b. Ozet: Tiirke yazilarda Tiirkge ve Ingilizce 6zet olmahdir. Ingilizce yazilarda Tiirkce 6zet de gereklidir.
Ozet, 250 kelimeden daha uzun olmamali; amag, materyal ve metot, bulgular ile sonucunu igermelidir. Ozetlerin


http://orcid.org/

altina 4-6 adet anahtar kelime verilmelidir. Tiirk¢e anahtar kelimeler "Tiirkiye Bilim Terimleri (TBT)"ne uygun
olarak verilmelidir (Bkz. http://www.bilimterimleri.com). Ingilizce anahtar kelimeler "Medical Subject
Headings (MESH)" e uygun olarak verilmelidir (Bkz. http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html).

c. Metin: Arastirma makalelerinde; Girig, Materyal ve Metot, Bulgular ile Tartisma ve Sonug boliimleri, olgu
sunumlarinda ise; Girig, Olgu Sunumu, Tartisma ve Sonug bdliimleri olmalidir. Boliim basliklart ilk harfi biiyiik
olacak sekilde kiigiik harfler ile yazilmalidir. Yazilarda “Systeme International (SI)” birimleri kullaniimalidir.
Derleme makaleler igin hazirlanan 6zet derlemenin konusu hakkinda bilgi ve derlemenin amacindan
olugmalidir. Derleme makalesi “Giris” ile baglamali, yazar/lar tarafindan belirlenecek ara bagliklarla devam
etmeli, “Sonu¢” ve “’Kaynaklar’’ ile tamamlanmalidir.

d. Sembol, birim ve kisaltmalar: Dergimiz, Scientific Style and Format, The CSE Manual for Authors, Editors,
and Publishers, Council of Science Editors, Reston, VA, USA (7th ed.) tarafindan belirtilen sistemi kabul
etmektedir. X, u, n, veya v gibi semboller MS Word sembol listesinden segilerek kullanilmalidir. Derece (°)
sembolii gosterimi i¢in; “O” harfinin veya “0” rakaminin iist simge seklinde gosterilmesi ile yapilmamali
sembol meniisiinden kullanim tercih edilmelidir. Carpim “x” harfi degil sembol meniisii (%) kullanilmalidir.
Say1, birim ve matematiksel semboller (+, —, %, =, <, >), kullanildiktan sonra bir bosluk birakilmali (6rnegin.,
3 kg), ylizde isaretinden sonra bosluk birakilmamalidir (6rnegin, %45). Latince et al., in vitro veya in situ
terimleri italic olarak gosterilememelidir.

e. Kaynaklar: Kaynaklar metin iginde parantez i¢inde numara ile belirtilmelidir. Birden fazla kaynaga atif
yapilacaksa ayni parantez icerisinde belirtilmelidir 6rn, (3,5,7-11). Literatiir listesinde yer alan kaynaklarin her
biri i¢in metinde atif yapilmalidir.

Besten fazla yazar olan kaynaklarda, besinciden sonrasi i¢in “et al.” eki kullanilmali, asagida verilen
sistematik ile noktalama isaretleri ve yazim kurallarina dikkat edilerek yazilmalidir.

a. Kaynak siireli yayin ise; Ornek: Durmus I, Demirtas SE, Can M, Kalebas: S. Determining egg
consumption habits in Ankara. Tavukguluk Arastirma Dergisi 2007; 7: 42-45 (article in Turkish with an
English abstract).

b. Aslam B, Wang W, Arshad MI, Khurshid M, Muzammil S et al. Antibiotic resistance: a rundown of a
global crisis. Infection and Drug Resistance 2018; 11: 1645-1658. doi: 10.2147/IDR. S173867.

c. Kaynak editérlii kitaptan bir béliim ise; Ornek: Gay CC, Besser TE. Escherichia coli septicaemia in
calves. Gyles CL. eds. In: Escherichia Coli in Domestic Animals and Humans. Wallingford: CAB
International, 1994; pp.75-90.

d. Kaynak kitap ise; Ornek: Varley H, Gowenlock AH, Bell M. Practical Clinical Biochemistry. Fifth
Edition. London: William Heinemann Medical Books Ltd, 1984; p. 685.

e. Kaynak editorlii kitap ise; Ornek: Constable PD, Hinckliff KW, Done SH, Grunberg W. Veterinary
Medicine. Eleventh Edition. London: W.B. Saunders Company, 2017; p.57.

f. Kaynak kongre bildirisi ise; Ornek: Kirbas A, Degirmencay S., Kilinc AA, Eroglu MS. Increased
cardiac troponin-I concentration and cardiac enzyme activities in neonatal calves with sepsis. Second
International Veterinary Internal Medicine Congress. October, 11-13, 2019; Ankara-Tiirkiye.

g. Kaynak tez ise; Ornek: Kirbas A. Elazig, Samsun, Sivas, Tokat ve Yozgat illerindeki s1g1r ve
koyunlarda Kirim Kongo Kanamali Ates viriis enfeksiyonunun seroprevalansinin arastirilmasi, Doktora
tezi, Firat Univ Sag Bil Ens, Elaz1g 2009; s.1-2. (thesis in Turkish with an English abstract).

Web tabanh erisimler kaynak olarak gosterilmemelidir.

f. Tablolar; kaynaklar kismindan sonra, her bir tablo ayr sayfada olacak sekilde verilmelidir. Tablo basliklarinin
yalmzca ilk harfleri biiyiik olmalidir. Tablo bagliklar1 tablonun tizerinde bulunmali ve Tablo 1. (Table 1.)
seklinde numaralandirilmalidir. Tablolarda i¢ ve yan kilavuz ¢izgiler kullanilmamalidir. Tanimlayic: bilgi ve
aciklamalar tablolarin altina yerlestirilmelidir.


http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html)

Ornek:
Table 1. Determination of elements in Dogfish Liver certified reference material

Concentration (ug g%

Certified? FoundP® R(%)
AC\ 200 215+10 108
\I/ 0.6 0.56 + 93
¢ 0.01
Cre 14 1.52 +£0.02 109
Co° 0.25 0.28 +£0.02 112
As 9.66 + 0.62 9.55+0.16 99
Cd 243+0.8 24.2 +0.3 100
Cu 31.2+11 31.7+0.4 102
Fe 1833+ 75 1914+65 104
Pb 0.16 £ 0.04 0.16+0.02 100
Hg 2.58 +£0.22 2.31+0.02 90
Ni 0.97+0.11 0.94+0.03 97
Se 8.3+1.3 8.3+0.2 100
Ag 0.93 £0.07 0.86+0.01 92
Zn 116+6 113+ 97

1

& At 95 % confidence level

b X+SD =3 eInformation value

. Her resim, grafik ve cizim; sekil olarak kabul edilip Sekil 1. (Figure 1.) gibi yazilmali, her biri ayr1 sayfada
olacak sekilde verilmelidir. Tanimlayici bilgi ve acgiklamalar sekil ismi ile birlikte seklin altina
yerlestirilmelidir. Resimler 300dpi ¢oziiniirliikkte olmalidir.

Ornek:
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Yaymin baski 6ncesi matbaa provasi yazismadan sorumlu yazara gonderilir ve {i¢ giin icerisinde kontrol
edilerek dergiye geri gonderilmesi istenir.

Her yayin i¢in Bozok Veteriner Bilimleri'nin ilgili sayisi yazismadan sorumlu yazara génderilir. Makalelerin
PDF tiirii tam metin dosyalarina derginin web sayfasindan erisilebilir.



BOZOK VETERINARY SCIENCES ( BOZOK VET SCI)
WRITING RULES
Purpose

In Bozok Veterinary Sciences, by publishing original research articles, case reports, reviews, short papers and
letters to the editor with current and original value prepared in the fields of Veterinary Clinical Sciences,
Veterinary Preclinical Sciences, Veterinary Basic Sciences, Food Hygiene and Technology, Animal Science
and Animal Nutrition. It is aimed to contribute to national and universal science.

Scope

Bozok Veterinary Sciences is the scientific publication of Yozgat Bozok University and is published twice a
year, in June and December. The abbreviated name of the journal is Bozok Vet Sci. Bozok Veterinary
Sciences, which will start its publication life in 2020, will be published as a peer-reviewed and scientific
periodical.

In our journal, an original research article, case report, prepared in the fields of Veterinary Clinical Sciences,
Veterinary Preclinical Sciences, Veterinary Basic Sciences, Food Hygiene and Technology, Animal Science
and Animal Nutrition, which was prepared in one of the Turkish and English languages and was not presented
simultaneously to another journal, Invited and editor-approved reviews, short papers and letters to the editor
are published.

WRITING RULES (PREPARATION OF THE ARTICLE-ARTICLE)

1. Responsibilities of the articles belong to their authors. In order for the submitted manuscript to be
published, it must be approved by the advisors appointed by the editorial board. No fee or
compensation is paid for the articles published in the journal. Unaccepted manuscripts and their
appendices will not be returned unless otherwise stated.

2. The publication languages of the journal are Turkish and English. At the beginning of the publication,
the Turkish “Abstract” and the English “Abstract” sections should be included. The abstract section
should not exceed 200 words.

3. A plain and understandable writing language should be used in the text, scientific writing style should
be adopted, unnecessary repetitions should be avoided and abbreviations should be defined where they
are first used.

4. If accepted for publication in Bozok Veterinary Sciences, the "Copyright Form - Copyright Transfer
Agreement"”, which includes the declarations regarding the transfer of all kinds of publication rights,
must be signed by the responsible author and sent in pdf format.

5. Responsibility for the "ethics committee approval™ of the studies submitted to the journal belongs to
the authors. However, the Editor reserves the right to request an ethics committee document from the
authors when necessary.

6. All authors in the article are required to upload the ORCID ID (Open Researcher and Contributor
Identifier) registration number information, which is a scientific researcher identification system, to
the system at the time of submitting the article. ORCID ID registration can be done free of charge at
http://orcid.org.

7. The author specified in the correspondence address; He is responsible for all correspondence, changes
on the article (including the number and order of the author) and correction of the printing proof of the
articles accepted for publication.

8. Electronic submission: Manuscripts should be submitted fully electronically in order to speed up the
publication review process.

9. Studies to be published; It should be written in Microsoft Word 6.0 or higher, in Times Roman font,
12 points, double-spaced, with 3 cm margins on all sides of the page, and with line numbers starting
from the first page. Information about the authors in the study should be presented separately from the



a)

b)

c)

d)

€)

"Title Page" and "Main Document". It should be preferred that the original research and review
articles should not exceed 16 pages, the literature list should not exceed 30 if possible, and the number
of figures and tables should not exceed 8. Short papers and case reports should not exceed 10 pages.

10. Manuscripts sent to Bozok Veterinary Sciences should be arranged in the following order (Title,
Abstract, Text, References, Tables and Figures), Tables and Figures should be indicated on separate
pages.

11. Studies submitted to the journal should consist of Abstract, Abstract, Introduction, Material and
Method, Results, Discussion and Conclusion, References. Introduction, Material and Method, Results,
Discussion and Conclusion sections should be numbered (1. Introduction, 2. Material and Method, 3.
Findings, 4. Discussion and Conclusion). Sub-headings should be numbered sequentially as 1.1., 1.2.,.
The references section should not be numbered.

Title: The title should be short, clear, all capital letters and appropriate for the text. Especially in the
electronic submission, only the title of the article (without giving the author and institution address) should
be written. This method is applied to ensure that the articles are evaluated impartially by experts

Abstract: In Turkish articles, there should be an abstract in Turkish and English. Turkish abstracts are also
required for English articles. The abstract should not be longer than 250 words; should include the
purpose, material and method, findings and conclusion. 4-6 keywords should be given under the abstracts.
Turkish keywords should be given in accordance with "Turkish Science Terms (TBT)" (See
http://www.bilimterimleri.com). English keywords should be given in accordance with "Medical Subject
Headings (MESH)" (See http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html).

Text: In research articles; Introduction, Material and Method, Results and Discussion and Conclusion
sections, in case reports; There should be Introduction, Case Report, Discussion and Conclusion sections.
Chapter titles should be written in lowercase letters with the first letter capitalized. "Systeme International
(SO units should be used in manuscripts. The summary prepared for the review articles should consist of
information about the subject of the review and the purpose of the review. The review article should start
with "Introduction”, continue with subheadings to be determined by the author/s, and should be completed
with "Conclusion” and "References".

Symbols, units and abbreviations: Our journal accepts the system specified by Scientific Style and Format,
The CSE Manual for Authors, Editors, and Publishers, Council of Science Editors, Reston, VA, USA (7th
ed.). Symbols such as X, u, n, or v should be selected from the MS Word symbol list and used. For degree
(°) symbol display; It should not be done by showing the letter "O" or the number "0" as superscript, it
should be preferred to use from the symbol menu. Symbol menu (x) should be used, not the product letter
“x”. Numbers, units, and mathematical symbols (+, —, X, =, <, >) should be followed by a space (e.g. 3 kg),
not a percent sign (e.g. 45%). Latin et al., in vitro or in situ terms should not be shown in italics.

References: References should be indicated in the text with numbers in parentheses. If more than one
source is to be cited, it should be stated in the same parenthesis, eg (3,5,7-11). Reference should be made
in the text for each of the sources in the literature list.

12. In references with more than five authors, “et al." suffix should be used, and it should be written in the
following systematic, paying attention to the punctuation marks and spelling rules.

a) If the source is a periodical; Durmus I, Demirtas SE, Can M, Kalebas1 S. Determining egg
consumption habits in Ankara. Tavukguluk Aragtirma Dergisi 2007; 7: 42-45 (article in
Turkish with an English abstract).

b) Aslam B, Wang W, Arshad MI, Khurshid M, Muzammil S et al. Antibiotic resistance: a
rundown of a global crisis. Infection and Drug Resistance 2018; 11: 1645-1658. doi:
10.2147/IDR. S173867.

c) If the source is a chapter from the edited book; Gay CC, Besser TE. Escherichia coli
septicaemia in calves. Gyles CL. eds. In: Escherichia Coli in Domestic Animals and Humans.
Wallingford: CAB International, 1994; pp.75-90.

d) If the source book; Varley H, Gowenlock AH, Bell M. Practical Clinical Biochemistry.
Fifth Edition. London: William Heinemann Medical Books Ltd, 1984; p. 685.

e) If the source is an edited book; Constable PD, Hinckliff KW, Done SH, Grunberg W.
Veterinary Medicine. Eleventh Edition. London: W.B. Saunders Company, 2017; p.57.

f)  If the source is the congress notice; Kirbas A, Degirmencay S., Kilinc AA, Eroglu MS.
Increased cardiac troponin-1 concentration and cardiac enzyme activities in neonatal calves



with sepsis. Second International Veterinary Internal Medicine Congress. October, 11-13,
2019; Ankara-Tiirkiye

g) |If the source is thesis; : Kirbas A. Elaz1g, Samsun, Sivas, Tokat ve Yozgat illerindeki sigir
ve koyunlarda Kirim Kongo Kanamali Ates viriis enfeksiyonunun seroprevalansinin
arastirilmas1, Doktora tezi, Firat Univ Sag Bil Ens, Elazig 2009; s.1-2. (thesis in Turkish with
an English abstract).

Web-based access should not be cited as a source.

f) Tables; After the references part, each table should be given on a separate page. Only the first letters of
table titles should be capitalized. Table headings should be above the table and numbered as Table 1.
(Table 1.). Inside and side guide lines should not be used in tables. Descriptive information and
explanations should be placed below the tables.

Sample :
Table 1. Determination of elements in Dogfish Liver certified reference material

Concentration (ug g

Certified? Found® R(%)
Al° 200 215 £10 108
Ve 0.6 0.56 +0.01 93
Crt 14 1.52 £0.02 109
Co® 0.25 0.28 +0.02 112
As 9.66 + 0.62 9.55+0.16 99
Cd 243+0.8 242 +0.3 100
Cu 31.2+11 31.7+0.4 102
Fe 1833+ 75 1914+65 104
Pb 0.16 £0.04 0.16+0.02 100
Hg 2.58+0.22 2.31+0.02 90
Ni 0.97+0.11 0.94+0.03 97
Se 83+13 8.3£0.2 100
Ag 0.93 £0.07 0.86+0.01 92
Zn 116+ 6 113+1 97

2 At 95 % confidence level
b X£SD  n=3 cInformation value
Every picture, graphic and drawing; should be accepted as figures and written like Figure 1. (Figure 1.),

each one should be given on a separate page. Descriptive information and explanations should be placed
under the figure along with the figure name. Pictures must be at 300dpi resolution.
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The prepress proof of the publication is sent to the corresponding author and it is requested to be checked and
returned to the journal within three days.

For each publication, the relevant issue of Bozok Veterinary Sciences is sent to the corresponding author.
PDF-type full-text files of the articles can be accessed from the journal's web page.



BOZOK VETERINER BiLIMLERi
Yayin Haklar1 Devri Sozlesmesi

Makale Tiirii: () Arastirma () Olgu Sunumu () Derleme () Kisa bildiri (') Editore mektup

Biz tiirii ve bashigi yukarida belirtilmis makalenin yazarlar1 olarak; Bozok Veteriner Bilimleri’nin yazim ve yaym
sartlarin1 bilerek ve kabul ederek hazirlaylp yayimlanmasi dilegiyle Bozok Veteriner Bilimleri Editorliigiine
gonderdigimiz makalenin orijinal oldugunu, kismen veya tamamen daha 6nce yayimlanmadigini veya eszamanli olarak
bagka bir yayin kurulusuna gonderilmedigini, makale yayimlandiktan sonra ortaya ¢ikabilecek her tiirlii bilimsel ve etik
sorumlulugun bize ait oldugunu ve Bozok Veteriner Bilimleri’nin hi¢bir sorumluluk tasimayacagini, danisman ve dergi
editori tarafindan gerekli goriilen diizeltmelerle birlikte her tiirlii yaym hakkini, yazinin yayimlandig: tarihten itibaren
Bozok Veteriner Bilimleri’ne devrettigimizi taahhiit ederiz.

Bununla birlikte yazarlarin telif hakki disinda kalan patent vb. tescil edilmis haklari, yazarlarin kitap ve dersler gibi
calismalarinda makalenin tiimii ya da bir boliimiinii ticret 6demeksizin kullanim hakki, ticari amagla kullanmamak {izere
makaleyi cogaltma hakki saklidir.

Sorumlu Yazar
Adi ve Soyadi:
Adres:

Tel/Fax:

E-posta:

Not: Liitfen formu doldurduktan sonra pdf formatinda, baslangic sayfasi ve esas dokiiman ile birlikte e-posta
adresimize gonderiniz.

Elektronik posta:
bvs@bozok.edu.tr

bvs@yobu.edu.tr

Adres:

Yozgat Bozok Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Sorgun Meslek Yiiksekokulu Binasi, Ahmet Efendi Mah. Toki konutlar1
Yani 3500.Cad. No:4 66700 SORGUN/YOZGAT
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BOZOK VETERINARY SCIENCES
COPYRIGHT RELEASE FORM

Article Type: () Research () Case Report () Review () Short Paper () Letter to Editor
ManusCriPt Totle: .. e

As the authors of the article whose type and title are mentioned above; We wish to prepare and publish Bozok
Veterinary Sciences with the knowledge and acceptance of the editorial and publication terms, and the article that we
sent to Bozok Veterinary Sciences Editor is original, partially or completely not published before or not sent to another
publication institution simultaneously, any scientific and ethical issues that may arise after the article is published. We
undertake that we are responsible and that Bozok Veterinary Sciences will not bear any responsibility, and that we have
transferred all rights of publication to Bozok Veterinary Sciences as of the date of publication, together with the

corrections required by the consultant and journal editor.

However, patents, other than the copyright of the authors, etc. registered rights, authors' right to use all or part of the
article free of charge in their works such as books and lessons, and the right to reproduce the article for non-commercial

use.

Corresponding Author

Name and Surname:

Address:

Phone/Fax:

E-mail:

Notes: Please fill the form and send it to our e-mail address in pdf format with the start page and the main document.

E-mail: bvs@bozok.edu.tr

bvs@yobu.edu.tr

Adress: Yozgat Bozok University, Faculty of Veterinary Medicine, Sorgun Vocational School Building, Ahmet Efendi
Mabh. Toki konutlar1 Yan1 3500.Cad. No:4 66700 SORGUN/YOZGAT
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