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VUMURTAVA VERiLEN AFLATOKSiN Bı'iN srçt piLiçLERDE TiBiANIN

PROKSiMAL BÜVÜME PLAGININ EMBRivONiK GElişiMi ÜZERiNDEKi

ETKiLERiNIN BELiRLENMESi"

Yasemin Öznurlu1@ llhami Çelik2

Effecls of in ovo Administrated Aflatoxin B ı on the Embryonic Development of
Proximal Tibial Growth Plate in Broiler Chickens

Özet: Bu çalışmada, yumurtaya verilen aflatoksin B1 (AFBt)' in etçt piliçle rde. tibia'nın ve bunun proks imal büyüme plağının

embriyonik gelişimi üzerindeki etkileri histolojik ve histometrik yöntemlerle belirlendi. Toplam 1024 adet kuluçkalıkyum urta;
kontrol, definiı;kapatllan, soIvenl, 2.5ng AFBtlyumurta, 5ng AFB tlyumurta, 7.5ng AF8tlyumurta. 10ng AFB,lyumurta.
1509 AFB,lyumurta, 17.5 ng AFB tlyumurta ve 20 ng AFB tlyumurta olmak Qzere 10 gruba ayrıld ı . Test solUsyonian hava
kamarası yoluy1a ve inklbasyon öncesi enjekte edildi. InkObasyonun 13, LS, 17, 19. ve 21 . gOnleriyle, kuluçkadan çıkışı ta­
kiben birinci ve ikinci hattalema her gruptan S'er hayvandan tibia örnekert alı ndı . Tıbia ömelderi, yumuşak dokulan uzak­
Iaştı nldıktan sonra hassas terazide tartı ldı ve dijital kumpas ile uzunluktan belirlendi . Takiben, rut in histo lojik tekniklerie ta­
kipieri yap ı larak paralinde bloklandı. Bloklardan alınan 6 um kalınlı ğındaki kesitle r üçlü boyama, hematoksnen-ecnn.
Schmorl'un pikro-tiyonin metodu, Alizarin red-S ve Von Kossa metotlanyla beyandı. AFB t veri len gruplann ortalama libia
uzunluklan ve ağı rlı klann ın, kontrol, delinip-kapatı lan ve eo'vent gnıplann ı nkilerden öneml i (P<Ü.05 ) derecede düşük olduğu

belinendi. Aynı dokulardan hazı rlanan preparatlann ışı k mikroskobik incelemelerde, büyüme plakasında. rezerv, prol iferatif
ve hipertrolik zonların, AFB , verilen grt4>larda önemi derecede (P<O.05) inceldiği ; tranzisyonel zonun ise özellikle 17.5 ng
ve 20 nglAFB,Jyumurta gruplan nda önemli derecede (P<D.05) genişlemiş olduğu dikkati çekti. Yumurtada bulunan
AFBı 'in, errt:ıriyonun iskelet sisteminin embriyon ik gelişimini baskılad ığ ı ve bu etkilerinin özellikle büyüme plakasının rezerv,
proliferatif ve hipertrefik zonlarında belirg in olduğu sonucuna varı ld ı .

Anahtar Kelimeler: Broiler, Aflatoksin Bt, Embriyonik Gelişim . Büyüme Plağı

Summary: In this study, detrimenta! eHects ol in ovo given aflatoxin Bt (AFBt) on the embryonic development of !ibia and
ils proximal growth p1ate were determined by mean s ol histologi c and histomatric: methods. For this purpose, 1024 eg95 of
Hubbard parent stocks were divided into 10 groups, which designed as contrOıS, crmed-seaıed group, sofvent group, 2.5
ng AFBı/egg group, 5 ng AFB1/egg group, 7.5 ng AFB1/egg group, 10 ng AFB t/egg grOl4', 15 ng AFBt/egg group, 17.5
ng AFBt /egg group and 20 ng AFB t/egg group. Test solutions were injected via the ait-sac at pre-incubation period. Plve
eggs from each group were opened at 13rd, 15th, 17th, 191h, 21th day of incubation, and alsa at 1st and 2nd weeks of post
hatch. At these perıocs. soft tissues were removed from the tibia , their length was measured with a measured with a digilal
callipers and lollowing weighed. The relat ive tibia weights (g of tibia 100g-1 of embryos and chicks) were ealc:ulated. The
tibial lissue samples were processed lor routine histologicaf techn iques. The results of tibial measurements have reveeıed

that AFBt treaıed grOl4lScisplayed lower mean libiaI\engths and weights when compared lo the drined-sea\ed and soIvent
groups (P<O.05). Results ol the Iight microscopic investigations have showed that boÖl prolifera live and hypertrophic zones
signilicantly (P<0.05) narrowed in all AFB, !realecl groups whereas, the transıtıoneı zone thicl<ened in both 17.5 and 20 ng
AFB, /egg groups when compared to the controıs. drilled-sealed and solvenl groups. The results have revealed that in ovo
given AFB, at the doses of 17.5 AFB t /egg and 20 ng AFB1/egg might interfe re and to cause retardation of embryonic de­
velopment of the skeletal system. The eHects are more pronouncecl in toia and its proximal growth plate .

Key Words: arcner,Aflatoxin Bı, Embryonic Development. Growth Plale

Giriş

Atlatoksinler (AF), Aspergillus cinsi mantarfar ve

öze llikle de A. f1aVlJS ve A. parasiticus'un toksik me­
tabolitlericlir. Doğada, yem lerde ve yem ham ­

maddelerinde üreyen Aspergillu s türlerinin ürett i ğ i et-
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latoksinlerin çok büyük oranı (%75-83) aflatoksin B,
(AFB,)'dir ve aflatoksikozlardan da büyük oranda bu
aflatoksin sorumludur (Leeson ve ark 1995, Oğuz
1997, Oğuz ve ark zooobj. Aflatoksinler ve özellik le
AFB" kanatlı sektöründe yumu rta verimini ve damızlık

yumurtalarm kuluçka randımanını da düşümıektedir

(Leeson ve ark 1995, Çelik ve ark aoooaj.

Gerek memeli hayvan lar ve gerekse de ka­
nathlarda yapı lan deneysel çalışma (Ellis ve Dipaolo
1967, Mayura ve ark 1998, Çelik ve ark 2000a, Sur ve
Çelik 2003) sonuçları , AFnin ve özellikle de AFB,'in
oldukça güçlü embriyotoksik etkilerinin olduğunu or­
taya koymaktadır. Kanatlı larda , meme lilerdeki gibi bir
fötal-matemal i lişki bulunmamakla birlikte, yemlerle alı­

nan APler belli oranlarda yumurtaya da geçmektedir.
Yap ı lan hesaplamalar, AFBl'in yemden yumurtaya
geçiş oran ın ın 1/2200-1/2500 arasında olduğunu or­
taya koymaktadır (Hamitton 1982). Yumurtaya geçen
AFB1, özellikle kuluçkarun erken döne mlerinde yüksek
oranda embriyonik ölüme ya da gelişme geriliğine yol
açmaktadır (Cilievici ve ark 1980, Çelik ve ark zöööa.
Sur ve Çelik 2003).

Et tavuğu yetiştiriciliğ inde hayvan lann kısa sürede
kesim ağ ı rlığ ı na ulaşmalan amaçlandığından ; besleme
döneminde ortaya çıkan her türlü olumsuz faktör ge­
lişmeyi engellemekte, verimi ve karl ı tığ ı düşürmektedir.

Aynca, besleme süresinin kısa ve bunun sonucu olarak
yem tüketim h ızın ın da yüksek olmas ı nedeniyle,
yernde düşük düzeyde AF bulunsa bile hayvanlar yük ­
sek miktarda AF almaktadır. Aflatoksikozisli et ta­
vuklannda dıkkati çeken en belirgin bulgular, yem tü­
ketimi ile canlı ağırlık kazancının ve yenıden

yararlanma oran ı nın düşmesidir (Diener ve Davis
1985,Oğuz ve Kurtoğlu 2000).

AFlerin iskelet sisteminin gelişimi üzerindeki et­
kilerinin belirlenmesine yönelik çalışmaların büyük ço­
ğunluğu, besleme döneminde yapılan yedirme ça­
Iışmaland ı r. Bu çal ışmalarda (Huff ve ark 1980,
Maurice ve ark 1983, Wyatt ve Jensen 1990, Far­
quharson 1999), yemle düşük dozlarda alınan AFB,'in
dahi broiler lerde kemik dayanıkh hğını azattıığı ve kı ­

n lganhğ ı arttırdı ğı tespit edilmiştir. Bununla birlikte,
AFB1'in kemik dokusu ve iskelet sistemin in embriyonik
gel i şimi üzerindeki etkileri hakkında yeterli bilgi bu­
l unmamaktad ı r. Son yıllarda yap ı lan çal ışmalarda

(Çelik ve ark 2oooa, Sur 2001), embriyonik dönemde
maruz kalınan AFB1'in, embriyon ik hücreler üzerinde
letal sitotoksik etkisi yanında bu hücrelerin di­
feransiyasyonunu bozabileceği de ileri sürülmüştür.

Bununla birlikte, yumurtada bulunan AFB ,'in, uzun ke­
mikleriri embriyonik gelişimi ve bu kemiklerin büyüme
plağ ı üzerindeki etkileri hakkında yeterli bilgi bu-
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lunmamaktadır.

Tibia en hızh büyüyen ve basınca en fazla maruz
kalan kemiklerden biri olduğundan bunun proks imal bü­
yüme plağı , iskelet sisteminde bozukluklara yol açan
faktörlerden en fazla etki lenen bölged ir. Bu yüzde n
tibia, iskelet sisteminin ge lişimi ve bozuklarının be­
lirlenmesi amacıyla üzerinde en fazla çalış ı lan kemiktir.
Tibial büyüme plağ ındaki kondrositlerin çoğa lma ve dl­
ferensiyasyon hızla rı, bu kemiğin hem uzama hızını ve
hem de ulaşabileceği uzun luğu belirler. Özellikle et pi­
liçlerinde; tibial diskondroplazi, osteokondrozis, ra­
şitizm, eplüz ayrılması, tibia rotasyonu, tibia bükülmesi,
gastroknemius tendonunun yırtılmas ı ve kaymas ı 01­
gulan sıkhkla rastlanan iskelet bozukluklandır. Bu ne­
denle tibianın proksimal büyüme plağı , gerek deneysel
çalışmalarda ve gerekse de iskelet sistemi has­
tah klan nın teşhisinde özel bir öneme sah iptir (Leterrier
ve Nys 1992).

Büyüme plağı, değişik kondrosit tiplerinin şe~

killendirdiği farkl ı hücre zorılanndan o luşur ve her bir
zon, farkl ı diferensiyasyon evrelerindeki kıkırdak hüc­
relerini barınd ırı r (Gerrrüler ve Goldste in 1997). Orth
(1999), kanatlıların tibial büyüme plağında, me­
melilerdeki rezerv zona karş ı lık gelen dinlenme fa­
zındaki hücrelerin o luşturduğu zon, proliferatif zon, ve
hipertrofik zon olmak üzere 3 zonun bulunduğunu bil­
dinnişse de çoğu araştmor (Haynes ve ark 1985, Leach
ve Gay 1987, Gemıiller ve Goldstein 1997, Far­
quharson ve Jefferies 2000), proliferatif zon ile hi­
pertrofik zon arasında belirgin bir tranzisyanel zonun
bulunduğunu da ifade etmektedirler. Büyüme pla­
ğındaki hücrelerin o lgun laşması, kanatlı ve memeli tür­
lerinin her ikisinde de düzenli bir s ı ra halinde ger­
çekleşmekle birlikte; kanatlıtardaki kondrosit sütunları

daha uzun olup, nispeten daha düze nsiz dizilmiş olan
hücre sütunlarından meydana gelmektedir (Kember ve
ark 1990).

Memelilerde uzun kemiklerin uzam a hızlan , bü­
yüme plağının hipertrafik zonundaki kondrositlerin pro­
liferasyon hızlarındaki ve hacimle rindeki artışlarta be­
Iirlendiği halde; kanathIarda, proliferatif zon
kondrositlerinin bölünme ve büyüme hızları tarafından

belirlenmektedir (Kember ve ark 1990, Germil1er ve
Goldstein 1997, Farquharsan ve Jettertes 2000).

Büyüme plağ ı zonlarmdaki kondrositler belirli di­
feransiyasyon aşamaları geçirerek bir sonraki zonu
oluşturmakta ve hipertrofiye olan hücrelerden en alt
katmandakileri programlı hücre ölümü ile yı­

kımlanmaktadırlar (Erenpreisa ve Roach 1999, Orth
1999). Hücre diferansiyasyonunu ve programlı hücre
ölümünü aksatan herhangi bir faktör, büyüme plağı

zonlannın genişlemesine yol açabilmektedir. Bu du­
rumda da ağırlığ ı taş ıyamayan telada önemli yapısal ve
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fonksiyonel bozukluklar ortaya çıkabilmektedir.

Bu çalışmada, yumurtaya 2.5119 AF8,lyumurta,
5ng AFB ,lyumurta, 7.5ng AF8,lyumurta, 10ng AF8 11
yumurta , 15ng AFB,lyumurta, 17.5 ng AFB,lyumurta
ve 20 ng AFB1lyumurta dozlarında verilen AFB, 'in, ku­
luçkanm farklı dönemlerindeki embriyo aQır1lkları ve ku­
luçka sonrası ilk iki hatta süresince civciv aQırlıkları ile
tlblarun proksimal büyüme plakasındaki kondrosit zon­
Iannın genişlikleri üzerindeki etkileri, ı ş ık mikroskobik
düzeyde belir1enmişti r.

Materyal ve Metot

Yumurta materyali: Bu amaçla , yemlerinde dü­
zenli olarak aflatoksin kont rolleri yapılan ve ölçülebilir
düzeyde (<1 ppb) aflatoksin içermeyen yemle bes ­
lenen Hubboard ı rkı broiler anaçlara ait 1024 adet ku­
Iuçkahk yumuıta kullanıldı .

Aflataksin B1 solüsyonlarının hazırlanması: ça·
lışmada, kristalize haldeki saf aflatoksin B1 (AFB,)

standard ı (Makor Chemical Co., Jerussalem , lsrael )
kuııan ı l dı.

Kristalize haldeki saf AFB1, benzende çöz ­

dürülerek 20 Jlglml AFB1 içeren stok solüsyon ha­
zırtanch . Bu solüsyondan, çalışmada kullanılacak olan
her g"4> için gereken AFB, miktarını içeren ha­
cimlerdeki çözeltiler farkl ı tüpere aktankn. Tüpler ağız·

lan açık halde kara nlıkta bekletilerek benzen ta­
mamen uçuruldu . Tıiplere, önceden hesaplanarak
belirlenen hacimlerde %99.9'luk etil alkol ilave edildi
ve dipteki AFB t tamamen çözdürüldü. Takiben, her
yumurtaya enjekte edilen 20 uı.'sıroe gerekli olan
AFB, miktarın ı içeren ve etil alkol konsantrasyonu da
%30 olan test solüsyonlarının hazırianması amacıyla

her şişeye yeterli hacimd e sterf bidistile su ilave edildi.

Test solüsyonlannın, AF8, konsantrasyonlan, standart
alüminyum plakalar (Merck) kullanılarak Ince Tabaka
Kromatografigj (Thin Layer Chromotography, TLC) ve
FIoresans Spektrofotometre (Oamaq ii. Basel, Swit ·
zerland; emisyon dalga boyu 425 nm, eksitasyon dalga
boyu 365 nm) ile kontrol edildi. Çalışma solüsyonları

bulunan tüpler alüminyum folyo ile sarılarak, kul­
lanıl ıncaya kada r buzdolabında (+4 "C'de) muhafaza
edildi.

Deney gruplannın oluşturnlması ve AFB , so­
lüsyonlannın yumurtalara enjeksiyonu: Bu çalışmada

kullan ılan yumurtalar, özellikleri Tablo 1'00 verilen 10
ayn gruba aynkk

Enjeksiyon işleminden önce yu murtalar hassas te­
razi (Sattodus, PT 120) ile tarnjd ı ve takiben kCıt uçlan
%96'hk etil alkoUe dezentekte ed ildi. Tüm enjeksiyonlar
hava kamarası yoluyla ve kuluçka başlangıcında ger­
çekleştirildi. Delikle r özel yumurta detcisi ile açıld ı ve
enjeksiyonu takiben hemen sıvı paratinl e kapatı ld ı. En­
jeksiyonlar steril uçlu mikroplpetle (Sealpette, Jencons.
Finland) gerçekleştirildi. Kuluçka işlemleri , S.U. ve­
teriner Fakültesi Histoloji ve Embriyolaji Anabilim
Dalı 'ndaki 2000 yumurla kapasiteli kuluçka ma­
kinesinde (Gostyn, Poland), optimal koşullarda (37.8"C
sıcak/ık ve % 60-84 nispi nem ve günde en az 4 kez
çevirme) gerçekleştirildi.

Yumurtalann açılması ve doku ömeklerinin alın­

ması : BUyüme plağının embriyonik gelişimni in­
celemek amacıyla kuluçkanın 13, 15, 17 ve 19. gün·
lerinde, her gruptan 5'er yumurta, tartımı takiben açıld ı .

Embriyonik ge l işim dönemleri Harrtıurger-Hami lton

(1951) skalasına göre belirlendi ve takiben embriyolar
hassas teraziyle tartıldı. Embriyo ağır1lk1arl ve yumurta
ağı rl ı klan verileri kullanılarak rölatif embriyo ağ ı r1 l klan

(embriyo ağ ı r1lğ l+yumurla ağı rl ığ ı X 100) hesapland ı.

Tablo 1. Çalışmada oluşturulan gruplarve bu gruplardakiyumurtalara uygulanan işlemler

Gruplar

KontrOı, n=74

Deınip-kapatılan, n=75

SoNent, n=85

2.5 ngAFB" n=9O

5 ng AFB" 0=95

7.5 ngAFB" n=95

10ngAFB"n=100

15 ngAFB "n=1 10

17.5 ng AFB" n=15O

20 ng AFB" n=150

Yumurtalarauygulanan işlem (Test soIUsyonu hacmi 20 ııl'dir)

Hiçbir işlem uyg.ıiarvnadl.

Dehp-kapaıma

%30 ETDH enjeksiyonu

2.5 ng AFB1enjeksiyonu

5 ng AFB1enjeksiyonu

7.5 ng AFB1enjeksiyonu

10 ng AFB1enjeksiyonu

15 ng AFB1enjeksiyonu

17.5 ng AFB, enjeksiyonu

20 ng AFB1enjeksiyonu
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Histolojik ve motfometrik incelemeler için her hayvanın

sağ ve sol tibiaları alı ndı. Kemikler, yumuşak dokuları

uzaklaştınldıktan sonra hassas teraziyle tartıldı ve dijital
kumpasla (Electronic Oigital Caliper, 0-150 mm, ±O.Ol
mm hassasıyetü) boylan ölçüldü.

Kuluçkadan çıkişın ilk gününde ve kuluçkadan Çı­

kışı takip eden 1. hafta ile 2. hafta sonunda her grup­
tan ô'er hayvanın sağ ve sol tibiaları alınd ı. Bu ke­
miklere de embriyonik dönemde alınan kemiklere
uygulanan iş lemler uygulandı.

Genel histolojik yapının belirlenmesi amacıyla ; alı­

nan tibiaların birer tanesi fosfat tamponlu (0.1 M, pH
7.4) formal-salin so1üsyonunda tespit edildikten sonra
% S'lik nitrik asit solüsyonunda dekatsrüye edildi. Doku
örnekleri; bilinen histolojik yöntemlerle yıkama, de­
ntorasvon ve parlatma işlemlerini takiben parafinde
bloklandı. Bloklardan alı nan 6 um kalınlığındaki kesitler
Crossmon'un üçlü boyası (Culling ve ark 1985), he­
matoksilen-eozin (Culling ve ark 1985), Schmorl'un
plkro-tiyonin metodu (Stevens ve ark 1990) me­
lotlarıyla boyandı. Her hayvanın ikinci tibiası ise Ali­
zarin red-S (Stevens 1990) ve von Kossa (Stevens ve
ark 1990 ) boyama yöntemleriyle boyandı.

Hazırlanan preparatlar Leitz Laborlux-12 model
araştırma mikroskobunda incelenerek, büyüme pfa­
kasındaki zonların genişlikleri , dış ve iç lateral bölgeler

ile orta hatta olmak üzere üç ayrı bölgede çizgisel oku­
ler mikrometre ile ölçüldü. Gerekli görülen bölgelerin
fotoğraflan , DS-SM dijital kamera ve DS-Ll kamera
kontrol ünitesiyle donat ı lan Nikon E-400 model mik­
roskopla çekildi.

istatistiksel analizler. Elde edilen sayısal veriler
One-Way Anova testi (SPSS 8.0, 1997) ile analiz edi­
lerek gruplar arası farkla rın önem dereceleri belirlendi.

Bulgular

Rölatif Embriyo Ağı rl ıkları : Kuluçkanın farklı dö­
nemlerinde tespit edilen ortalama rölatif embriyo ağır­

lıklan ve kuluçka sonras ı ortalama elvelv ağ ı rlıkla rı

Tablo 2' de verilmiştir. AFB1 verilen grupların rölatif
embriyo ağ ı rl ıkları ; kuluçka dönemi boyunca, kontrol,
delinip-kapatılan ve solvent gruplannınkilerden önemli
derecede (P<O.OS, Tablo 2) düşük bulunmuştur. Ku­
luçkadan çıkış günü ve takip eden 1. haftada, AFB1
verilen gruplann canlı ağ ı rlık ortalamaları da kontrol
gruplarınkinden önemli derecede (P<O.OS, Tablo 2)
düşük ise de, AFB1 verilen gruplar arasındaki farklar
önemslzdt (P>O.OS, Tablo 2).

Tibia'dan Elde Edilen Bulgular. Grupları n , tibia
uzunlukları ile tibia ağırlı kları Tablo 3 ve 4'te verilmiştir.

AFB1 verilen gruplarda tibia uzunluğu ile ağırlığının

önemli derecede (P<O.OS) düşük olduğu (Tablo 3 ve

Şekıl l . Kuluçkanın on beşinci gününde konirol ve20ngAFB1Jyumurta grubuna ait embriyoların l ibialan görülmekte
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Kontrol
19. gün

20 ng AFB,

f;<ık il 2. Kuluçkan ın on dokuzuncu kontrol ve 20 ng AFB1lyumurta grubuna ait embriyoların tib iala rı görülmekte

Şekil 3. Kuluçkanın on dokuzuncu gününde 5 ng AFB1ıYUmurta grubuna ait bir embriyonun tibia kesiti. Tib ia'n ın epitizeyal bölgesi
(1) ile büyüme plağ ın ın proliferatif (2) ve tranasyonel zonlanna (3) ve invaze olan damar kesitleri (4, 5, 6) görülmektedir, He­
matoksilen-Eosin, Bar: 129,50 Ilm.
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Şekil 4. Kuluçkadan çıkışın ilk g[rıünde soIvent grubuna ait bir civciviı tba kesiti • BCJyüme plağında embriyonik dönem boyunca
gözlermeyen rezerv zon (2) ile proliferatif zon (3), tranzisyonel zon (4), epifiz kıkırdağ ı (1) ve bUYUme plakas ına invaz e OLan ep­
nzeyeı bir damar kes iti (5) izlenmektedir. Hematoksilen- Eozin, Bar. 167,88 um,

4), aynı zamanda bu hayvanlarda iskelet sisteminin
genel geliş iminin de baskı lanmı ş o lduğu dikkati çek­
mişt i r (Şekil 1 ve 2).

I ş ı k mikroskobik incelemelerde, embriyonik

dönem boyunca büyüme plağının rezerv zon dışındaki

bütün kondrosit zorılan belirgin olarak ayırt edilirken

(Şeki l 3); rezerv zon, kuluçkadan çıkışın ilk gününden

itibaren belirgin bir bölge halinde gözlenmiştir (Şeki l 4).

Tablo 2. Kuluçka dönemi ve kuluçka sonrası dönemin farklı gün ve haftarannda tespit edilen ortalama rölatif embriyo ağlr1 lkları ile
ortalama elvelvağı r1l kla rı (g)

Gl\.lplaın=5 13.gün(x±Ss) 15.gün (x±Ss) 17. gün (x±Ss) 19.9ün (x±Ss) 21. gCn (x±Ss) 1. hafta (X±Ss) 2.hafla(X±Ss)

Kontrol 15,14±1,4a 27,13±O,9a 38,23±0,8a 49,38±1,2a 5O,7Qtl ,la 62,55±4,3a 81,l0±10,6

Delinip-kapat ı lan 13,91±O,9b 25,24±Q,l b 34,54±Q,5b 48,27±1,4a 50,1B±l ,5ab 6l ,00±0,3a 79,63±3,5

Solvent-kontrol 12,75±Q,2c 25,47±O,2b 35,15±O,1b 43,44±2,Obc 49,79±O,7abc 59,79±4,2ab 78,21±6,3

2.5 ngAFB, 12,26±O,l cd 22,76±0.8c 3O,24±O.9c 45,45±O,Bb 49,68±0.3 abc 55 ,4O±O,9ab 74, 12.t4,4

5ngAFB, 11,46±O,l d 21,64±O,8cd 27.52±0,8de 41,54±2, l c 49,72±1,8abc 57,09±4,8ab 72.13±6,6

7.5 ng AFB, ll ,79±O,5d 21,63±O.9cd 26,76±1,5de 4 1,28±2,5cd 48.14±O.4bcd 56,22±6,8ab 71,47±13,8

10ngAFB, 11,42±O,2d 2O,61±1,2d 29,l9±l ,Ocd 44 ,06±O,6b 48,06±0,3bcd 52,51±4 ,3b 66,82±6,7

15ng AFB, 7,89±O,2e 16,1l±2,6f 26,25±O,let 39,09±O,Ode 48,05±O,3bcd 43,56±2.5c 68,71±O,S

17.5 ng AFB, 8,58±O,2e 18,24±O,4e 24,00±0,7f 37,24±O,2e 47,65±O,5cd 43,32±O.7c 67,18±2,2

2OngAFB, 6,93±O,7f 16,41±1,2f 17,26±S,7g 32,n±3,05I 46,71±O,5d

a-g Aynı SUh..nda fartdı haıfle ifade edilen değerfer arasındaki farida r ônenii iken (P<O,05) ; aynı harflerle ifade edlen değerier ara-
sındaki farfdar ônemsizdr (P>Q,05) .
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Tablo 3. Kuluçkanın farkl ı dönemlerinde tespij edilen ortalama tibia uzunlukları (mm).

GruplarN=5 13.gün (x±Ss) 15.gün (x±Ss} 17. gün (x±Ss) 19.gün (x±Ss) 21.gün (x±Ss) 1.h""'i><±&i 2.hafta (X±Ss)

Kontrol 14,35±0,28- 19.86 ± 0,sa 23,56 ±0,7a 27,82±1,Jll 31,09 ± 1,33 36,33±1,1a 45,OO±O,oa

Oelinip-kapatı lan 14,18±O,sab 19,58 iO,:Pb 23,85 ± 0,33 27,61 iO.ga 29,45±O,6b 35,66iO,sab 43,66±3,2ab

Solvent-kontrol 13,39±O,:Pbc 18,23 ± 0,Jbc 22,41±O,88b 27,22±1,sa 28,35±O,7bCd 35,00±0,(}'lbc 41 ,66±2,aaıx:

2.5ngAFB t 13,34.±O,:Pbc 17,91 ± O,SCd 22,07.±O,gabc 26,35±O,1a 29,10±0,st>c 34,OO±l ,7bC 4O,00±2,(PC

5 ng AFB, 12,40±1,3Cde 17,65± o,JCtl 22,26:±O,Jabc 26,7fL-+O,ea 29,19±O,4bc 36,66±1,1a 42,00±0,oabc

7.5 ng AFB, 12,50±1,g::d 17,09 ±2,zcdef 20,B4.±O,l bc 26,B4.±O,ea 28,13±O,!)bcd 36,00±1,oa 39,68±1 ,stıC

10 ng AFB, 12,89±O,Bbc 17,39iO,4ctle 22,92±2,ı ah 26,69±O,Jll 27,73±1,SCd 36,33.±O,sa 39,00±4,3C

15 ng AFB, 11,98±1,l cde 15,52± 1,8f 17,53 ±3,1d 25,44.±O,Jll 26,98±1,ad 33,36±1,1c 34,66±O,scı

17.5 ngAFBt 11,43±1 ,3de 16,51 ± 0,8def 19,98 ± O,g:: 25,42±O,3'1 27,01±O,3d 33,OO±l,c 34,66±O,5d

. 20ng AFBt 11,01±0,4e 15,82 ±1,sef 14,73 ± 3,oe 21,08±4,4b 27,85±O,acd

a-f Aynı sütunda farklı harlle ifade edilen değerler arasındaki farklar önemli iken (P<0,05); ayn ı harflerle ifade edilen değerler ara­
sındaki farklarönemsizdir {P>O,05}.

Tablo4. Kuluçkanın farklı dönemlerindeve kuluçka sonras ı tespit edilen ortalama tibia ağ ırl ıklan (g)

Gruplarn=5 13. gün (x±Ss) 15. gün (x±Ss) 17.gün (x±Ss) 19.gün (X±Ss) 21. gün (x±Ss) 1.hafta (X±Ss) 2.hafta (x±Ss)

Kontrol O,048±O,()()4a 0,13±0,01Jll 0,23 ± 0,018a 0,37 ± 0,0443 O,45±O,OOga 0,67±O,0323 0,91±O,06sa

Delinip-kapatdan O,048±O,OOaa 0,13±0,01a 0,21 ± 0,01Oab 0,35 ± 0,()Q4B. 0,38±Q,1J35b O,63iO,oooa 0,9O±O,04a

Solvent-kontrol 0,046.±O,OOaab 0,10 ± O,02bc 0,20 ± 0,028bc 0,30 ± o.osse O,33.±O,Q84bc O,64.±O,Oloa O,BB±O,06satı

2.5 ng AFB1 0,046±O,013i3b 0,12 ±0,Q04ab 0,18 ±0,D15cd 0,29 ±0,033b 0,32±O,01()cd O,64±O,Q4()8. O,82--tO,1Q6ab

5 ng AFB, O,040±0,DOl abc 0,09± O,DO]Cde 0,21± O,DO-,abc 0,28 ±0,02S!> 0,32--+O,01scd O,62±O,02oa 0,79±Q,01oab

7.5 ng AFBı 0,046±O,OOsatı 0,09 ± 0,0200 0,18 ± 0,01SCd 0,30 ± 0,021b 0,31.±O,03JCd 0,55±O,00sb O,8O±Q,OSJ3b

10 n9AFBı 0,036 ±,Ol l abc 0,07 ± O,Q04def 0,18 ± O,Ol gcd 0,30 ± 0,021b 0,32±O,01()cd 0,55.±O,065b O,74.±O,14Jb

15 ng AFB, 0,040±0,D07abc 0,07 ± o,ozef 0,13±0,02se 0,26 ± O,038b 0,29±Q,03gcd 0,50±0,01(PC 0,5B±O,OO5c

17.5 ng AFB, O,034.±O,Ol l bC O,OS ±O,ooBdef 0,16 ±0,OOj'de 0,28 ± 0,031b 0,28.±O,02()Cd 0,48.±O,OOSC 0,58±O,OSC

20ng AFBı 0,032 ± O,OO4c 0,06 ± o.o« 0,09 ± 0,035' 0,21± O,034c 0,25±O,011d

a-f Aynı sülunda farkl ı harfle ifade edilen değerle r arasındaki farklar önemli iken (P<O,05); ayn ı harflerle ifade edilen değerler ara­
sındaki farklar önemsizdir (P>D,05).

Kuluçkanın ve kuluçkadan çı kışı n farklı dö-
nemlerinde, büyüme plağında te spit edilen hücre
zonu genişlikleri Tablo 5 ve B'da verilm işti r. Sonuçlar,
AFB1 verilen gn..ı plarda rezerv zon, proliferatif zon ve

hipertrafik zonun öneml i derecede (P<0.D5, Tablo 5,
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6) daralm ış o lduğunu; buna karşılık tranzisyonel zonun,
özellikle yüksek doz gn..ıplannda (17.5 ng ve 20 ngl
AFB ,lyumurta) daha faz la olmak üzere önem li de­

recede (P<0.D5, Tablo 5 , 6) genişlediğini ortaya koy­
maktadır.
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Tablo 5, Kuluçkanın farklı dönemlerinde proksimal tbiall:ıüyümeplakasındakihücre zonugenişlikleri (ı..ım)

"""",.... 13. 9Jn (Xf5s) 15. 0i'I (Xf5s) 11.~ (x:!ss) 1 9. !J.ı (X±Ss)....
-~ T-= -.. "'" ~ T-= -.. ""'.~ T-= -.. -~

T~ -..-- """'" """" 2'31 :1:1581 """U' n ..,.;> ''''''',.. 110:1:151.8· """," "'00:1:13'26.6" """'" scees 511lm!1...JII....-- 51"~.st> escssae """U' 66(:1:11.4> -'"" 672:1:158.8"
..,.,.. ",,,,,,,,,",,~ '*5ol:t3U b ...,.".

""m , 610:!:1","" "90+..26,4> 218±726.8 OOU7U'> """~ "'"""'" ,."".. 894:tI93!#> """""II< &4:l:2SdX """"'" 477Oi1l2O,()Ib

'"m, 594±81.1bı: 432:t1125' 271:t1746 """II< 6ı:J±1(15 .!P 241llt32l1.9'D"l ,S",sı ,. """" 314O±6JJ.aıııc S44:1:132.o- ""'''L>
_..

""m , """-'" SI6.±23.d' 2WJ:I:,42ı.9 636:!:21.ııK' 614:1:13,4> 2000:t5t 6.pılI ssees 734:t42 .ı D ~711.)lb "",.,. """"'" 4650:1:7l)5)lb

""m , S64!61.Cl' 524:t40.:J> 242O:l:426.6 49O:l;1 43,la:l 541!:t126.7> 183O±-l7a oıd" 568:1:1$4,4& aoo±168JP 2660iS82.41>a:1 S7ı:t19. 2"" 57!lli1O.6b seeesc "

""m, ""''" 480J:57.rP esoeoa 584:1: 48$ S62±51.6ll 1970±51 4ı»o S9oIt55.~. 6S4US.'" D:Xl:tl Z2.4bc 41UI8.ı · 99O:l:82.1a S2OO±234 5"
17,Sng
m, Sl)tt18.if 504!fll.lP """'no 364158.1· eeoeaı ı 2150t300.jIOb:dI 34O:I:115,gb 812:!96,!jD 17:Xl:l:l0t ı.cd '2"'"'' i'Il2±48,lab 4ll9O:l:14.1ab

"'''m , 31Z115a ıcı """'" 217O±164.8 412K4P 633±190gb

~"""'- """~ 926:J,42.1011 2Dl:t187.5"'! 3741:1U'" 7S8:t126.7"b 3550±17d>=

"",.> 9nt16.,. """""'" '""'" !3OOtl67.J' 163h576.0" 29h166.(1) 1212:t663.J' 1776!fl17.1d 322:1:102.1' ll7fi:t186.()iI 27m!2361.Sc

a .fl: AytI SiiILrda tarklı harfle ifade edilen ~l8$IndaId Laıtdat 0nemI iken {P<O,05);8)f11 tııui&ıie ilade edilen de!lerlenırasındakl ta~r önernsiıı'jr (P:>O.,05l.
Pd. zcın: PI'Oileralıl zco, Tıanzis. mn: Traı'IZisyOnelzoı. l1plft. mn: I-tpenmfik zon

Tablo 6. Kuluçka sonrası fandı dönemlerde tbiall:ıüyümep1ağında tespit edilen kondrosit zonlan genişlikleri (ı..ım)

"""",
"" 21. gün (X:tSDI 1, hafta (X±SD) 2. hatta (X±SD)

Rouoo -.... Transis.zon Aoum Prol= Transis.zon -=- pod.mno T.....",.. R~

"""" 4915.04" ~" 898:1:116.7 c 49::1:5.4" 556:tB6.1" S98:t116.7 c 49:!:5.4" seeee.ı 898:1:116.7 < 49±5.4"

"""""-,." 49:1:5.04" 422....+47.1 b 1l!:l6t65.0 c 49::1:5.4" 422±47.1 b _.' 49::1:5.4" 422t47.1 tı "","""O ' 4915 .4"""""'.
"""" '0"'" 42fl±22.8 b 876i96.3 < 4O±10.cP 428±22.8 b 87~.3 C 4otl0.cP 428±22.8 b 876±96.3 e 4O:tl0.cP
2.5 ng

'Fa, 39±8 sb 385:1:35.70<' 13/l6±242.1b<: - ,", 385:1:35.70<' 1386±242.1Pc 39i8,sb 385t35.70<' 1386±242.1tx: 39:lB,sb

''''AFB, 39i8,11' = ."" 1380i:236,l llC 39±8.11' = ."" 1380t238.1bc 39±8.11' 382±32.7bc 1300.l:236.1tx: 39!B ,11'
] ,5ng

"., 34:t5.4 b 348±35.6W 1 380t57.otıe 34±5.4 b """"'" 13OO:1:57.dX' 34±5,4 b 348 :1:35,6W 1300:1:57.000 34±5.4 b

"'"AFB ı 34±5.4 b 29O:t:M.4e/ 153O:t:170,S b 34±5.4 b 290±26.4el l s:ıo:t170.S b 34±5.4 b 290±26.4el 153Q:t170.ab 34±5.4 b

"""B, J6:t6.5 b "'"""."'" 1510t574S b 3880±998.4tx: 44:tl .1' 50"''' Sd7.6:t4,(P S1±l .OQh 523 ,33±25.18 970±31.2b
17.5 ng

""' mu'" 312±21.6 de1 1756:t908.5"b """".=.>" """'" 45O±JO.11 1024.66+..25" 59.83±1.d' 516.66:1:152' 1235.66±180.sa

'O'"
,,", 25t5.0 c 276:t20.71 2200:1:158.1· 231Qt1731.4d ............ ............ .......... ........... -- --a-tl: Aynı SiLILrıda farklı hartıe eeoe eo;jierı ııeoeııeral8$lndaki larIdar0nemI 1<er1 (p<O.OS);aynı teıSetIe ilade eO:IIeı'L~ld taıtdar 0neıTıSiZdr (P>O,05 ).
Reı.ıon: ReıeovZCWl. Pıolil . mn: PıoIferalil zoı. TratIZis. LO'\: Tıanıisyonel zon

Tartışma ve Sonuç

Gerek yedirme denemeleri ve gerekse de saha
taramalan sonuçlan, yemle alınan aflatoksinlerin
önemli bir kısmının kanatlı dokulanna ve yumurtaya
geçtiğini (A!:Jaçdelen ve Acet 1993. Aldemir 1992, Ja­
cobson ve Wiseman 1974, Trucksess ve ark 1983,
Sudhakar 1992, Ollveira ve ark 2000) ve geçiş ora-

nının da 112200-1/2500 arasında olduğunu çös­
termeldedir (Hamitton 1982). Tarım, Orman ve Köy iş­

leri Bakanlığı'nın konuyla ilgili tebliği (1997) ile ül­
kemizde kanna yemlerde bulunmasına izin verilen total
aflatoksin düzeyinin 50 rTl!)'kg (50 ppb) yem ve AFB 1

düzeyinin de 20 mglkg yem (20 ppb) olduğu bil­
di ri lm iştir. Bununla birlikte. yem hammaddeleri ile yem-
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lerde yap ı lan tarama sonuç lan, bu kanuni smmn sık­

lıkla aş ı ldığ ın ı göstennektedir. Etçi tavukla nn yem­
lerinde yapı lan tarama sonuçları (Kaya ve ark 1990,
NizamlıOOlu 1996, Oğuz ve Kurtoğlu 2000), AF dü­
zeyinin 5-100 mg/Kg yem (5-100 pbb) arasında de­
ğiştiğini. çoğunlukla da 50 mg/Kg'ın (50 ppb) ahında oL­
duğunu göstermektedir. Bakanlığın belirlediği sını r

değer dikkate alınarak, günde 130 gr yem tüketerek
gün aşın yumurtladığ ı varsayılan bir tavuğun yu­
murtas ında bulunması muhtemelolan AFB, mik­
tannın 2.6 ng oldu{ıu hesaplanmışt ı r (Hamitton 1982,
Çelik ve ark 2OOOa). Yumurtaya geçen aflatoksi nlerin
bUyük~unluğunu AFB, 'in aktif metobolitlerinin oluş­

turduğu dikkate aıındığında, olayın ciddiyeti art ­
maktad ı r.

Bu çalışmada, AFB 1 veri len gruplarda rölatif elv­
cv ağı n ı klannda o luşan düşüşlerin de gösterdiği gibi,
ortaya ç ı kan genel ge l işme geri l iğinin bir sonucu ota­
rak. iskeletin gelişimi de aksamış ve tibian ın ağırlık ve
uzunluğunda önemli düşüş ler meydana gelmişti r. Ti­
bianın proksimal büyü me plağı üzerinde yapılan his·
tolojik ölçüm sonuçtan da, AFB 1 verilen deney grup­
ıanooa. hem kemiğin uzamastrusağlayan proliferatif
zonun ve hem de hipertrofik zonun daraldığ ını ; aks ine,
tranzisyonel zonun genişledi{ıini göstennektedir. Bu
histolojik bulgular, özellikle breilenerde oldukça sık gö­
rülen ve önemli ekono mik kayıplara neden olan tibial
diskondroplazide (TO) proksimal bUyüme plağında

oluşan Iezyonlann histoloj ik görünümüne oldukça
benzemektedir, Hargest ve ark (1985), Rennie ve ark
(1993), Farquharson (1999) ile Farquharson ve Jet­
teres (2000) de, tibianın proksimal büyüme plağ ında

şekillenen ro lezyonunun, tranz isyonel zonu oluş­

turan prehipertrofik kondrositlerin art ı şı ile karakterize
olduğunu bildirmişlerdir. Bu araştmorlar (Hargest ve
ark 1985, Rennie ve ark 1993, Farquharson 1999,
Farquharson ve Jefferies 2000), büyüme plağındaki

bu olgunlaşmamış kondrosit birikiminin, nonnal kond­
resiter in farklılaşma sürecinde meydana gelen bir ak­
samadan kaynaklanabileceğini ileri sürrrcşercır.

AFB1'in tibianın proksi mal bOyüme pla{ıı ve özel ­
likle buradaki kondrositlerin hücre kinetiği üzerindeki
etkileri hakkında yeterli bilgi bulunmamakla birlikte; ku­
luçkadan çık ıştan sonraki besleme döneminde yemle
alınan AF'lerin, kanatlı lann kemik gelişimi üzerinde
önemli zararl ı etkilerinin olduğu bilinmektedir (Far­
quharson 1999). Düşük dozlarda alınan AFB 1 bile ke­
milderin dayanıkl ılı!)ını azalttığ ından , etkilenen etçi pi­
liçlerin kemik kınlganlıklan artmaktadır (Maurice ve ark
1983, Wyatt ve Jensen 1990. Farquha rson 1999). Bu
durum, muhtemelen AFB, 'in, kemiğ in organ ik mat­
riksini oluştu ran proteinlerin sentezini bloke et­
mesinden kaynaklanmaktad ı r. Zira, AFB1'in neden 01-
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duğu karaciğer hasan ve nükleoproteinler ve nükleik
asitlene hızla tepkimeye girerek protein sentezini bloke
ettiğ i iyi bilinmektedir (Hsieh ve ark 1977, Neldon-Ortiı

ve Qureshi 1992) . Bu etkisine bağlı olarak kemik do­
kunun organik matriks prote inlerinin ve mi­
neralizasyonu kontrol eden enzimlerin sentezi ak­
sayabilir. Büy(ıme plağının embriyonik gelişimi Ctzerinde
gözlenen etkisi ise AFB1 molekülünün, d iğer etkileri ya­
nında , plağ ı oluşturan kondrositlerin diferansiyasyonu
üzerindeki zararl ı etkilerinden kaynaklanabitIr. Nitekim,
daha önce yapı lan çalışmalarda, (Çe lik ve ark zöööa.
Sur ve Çelik 2003) orta dozda AFB 1 ve rilen yu-­
murtalarda gelişen embriyolarda, hlastodermin area
penoccıasıran dışa doğru ntrkıaşrnasryıa karakterize
olan bir anomali tespit etmişler ve bunun doğal tonn­
daki AFB, molekü lünün, embriyonik hücrelerin di­
feransiyasyonunu bozmasından kaynaklanabi leceğin i

ileri sürmüşlerd i r. Yumurtada bulunan AFB 1'in, emb­
riyonik dönem ve sonraki gelişme döneminde , çoğalma

ve diferansiyasyon olaylan ile apoptozisin yoğun bir bi­
çimde gerçekleştiği büyüme plağındaki kondrositlerin
diferansiyasyonu nu bozması kuvvetle muhtemeldir.
Plağ ı oluşturan kondrositlerin hücre klretikeri ve bu­
radaki apoptozis üzerinde yapılacak olan ileri ça­
lışmalar, konu üzerinde daha detaylı bilgilerin elde edil­
mes ini sa{ı!ayacaktır.

Elde edilen bulgulara dayanılarak; yumurtada
embriyotoksik dozlann ahındaki düzeylerde bulunan
AFB, 'in, diğer etkileri yanında tibianın büyüme pta­
{ıındaki kondrositlerin dife ransiyasyonlannda ak­
saklıldara yol açabilece{ıi ve bunun sorucunda da
kondrosit zonlarının genişliklerinin değiştiği ve bu du­
rumun da gerek embriyonik ve gerekse de kuluçkadan
çıkıştan sonraki besleme döneminde iskelet sistemin in
gelişimini olumsuz yönde etkileyebileceği sonucuna va­
nlmıştır.
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