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Summary: The aim of the present study was to determine the prevalence and contamination level of Clostridium
perfringens (Cl.perfringens) in minced poultry and beef sold at retail in Afyon. The contamination level of CI.
perfringens was detected by Most Probable Number (MPN) method. A total of 100 samples, consisting of 50 raw
minced poultry meat, and 50 minced beef were collected from various retail stores and butchers. Our results
demonstrated that 61 of 100 saples (61%) were contaminated with between 3.0 and 20.0 MPN/g CI. perfringens. Thirty
four of 50 minced beef samples (68%) and 27 out of 50 minced poultry meat samples (54%) were found to be
contaminated with CI. perfringens. Mean contamination level for minced beef and poltry meat samples were 4.9 MPN/g
and 3.5 MPN/g, respectively. In our study, it was determined that the increase in air temperature results in increase in
Cl. perfringens prevalenceand contamination level of the samples collected from were higher than those collected from
supermarket.
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Afyon’da Satiga Sunulan Sigir ve Tavuk Kiymalarinda Clostridium perfringens
Kontaminasyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Ozet: Bu calismada, Afyon’da slipermarket ve kasaplarda satisa sunulan tavuk ve sigir eti kiymalarinda Clostridium
perfringens’in (Cl. perfringens) prevalansi ve kontaminasyon diizeyininin belirlenmesi amaglandi. Kontaminasyon diize-
yi EMS (En Muhtemel Sayi) yontemi ile belirlendi. Farkli kasap ve satis yerlerinden toplam 100 érnek (50 tavuk kiyma;
50 sigir kiyma) toplandi. Calismanin sonuglari 100 érnegin 61’inin (%61) 3.0-20.0 EMS/g dlzeyleri arasinda kontamine
oldugunu gosterdi. Sigir kiyma oOrneklerinin 34’0 (%68), tavuk kiyma &rneklerinin ise 27’si (%54) CI. perfringens ile
kontamine bulundu. Sigir kiyma ve tavuk kiyma orneklerinin sirasiyla ortalama 4.9 EMS/g ve 3.5 EMS/g diizeylerinde
kontamine oldudu belirlendi. Artan hava sicaklidina bagli olarak prevalansin ve kontaminasyon diizeyininde arttigi,
kasaplardan toplanan érneklerin, siipermarketlerden toplananlara gore daha kontamine oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Clostridium perfringens, kanatli eti, sigir eti

Introduction industrialized world (36). The organism is a major
cause of human foodborne disease, and an
important pathogen of human gastrointestinal (Gl)
tract diseases such as food poisoning,
antibiotic-associated diarrhea, and sporadic
diarrhea as well as nosocomial diarrheal disease
outbreaks (27, 28). Most pathogenic Clostridium
species are known to produce toxins, which are
responsible for a wide range of diseases (17). An
estimated 9.4 million cases of foodborne disease
occur each year in the United States and 1 million

Clostridium  perfringens is a gram-positive,
non-motil, rod, sporulated and is a widely
distributed bacteria in the environment and normal
intestinal flora of humans and animals. Since the
first large-scale outbreaks of food poisoning
associated with this organism reported by Knox
and MacDonald in 1943 (21), the organism has
been responsible for foodborne poisoning in the
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(10%) of these cases have been found to be the
result of Cl. perfringens poisoning (36). Deaths
from CI. perfringens type A food poisoning are not
common but do occur in the elderly and
debilitated. Per year this food poisoning is
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estimated to kill seven people in the United States
and between 50 and 100 people in the United
Kingdom (1, 30).

Foodborne iliness as occur after the ingestion of
food contaminated with a large number (10°~10’
cells/g) of type A viable vegetative CI. perfringens
cells. CIl. perfringens enterotoxin (CPE) are
produced during in vivo sporulation, which usually
occurs in the small intestine and is stimulated by
acid conditions (5, 29). Approximately 8 to 12 h
after eating the contaminated food, the symptoms
start with acute abdominal pain, nausea and
diarrhea. The contaminated food is almost always
heat-treated, which kills competing flora, while the
Cl. perfringens spores survive and germinate (6,
20). This organism has two main characteristics
that contribute to its ability to cause foodborne
diseases. Firstly, its low generation time
(reportedly <10 min for vegetative cells) allows CI.
perfringens to quickly multiply in foods (28, 38),
and secondly its relatively higher heat tolerance
enhances its ability to survive in undercooked
foods. Generally, Cl. perfringens is a difficult target
bacterium for microbial source tracking because it
is so broadly distributed in the environment (18,
34). However, only a small proportion of isolates of
this bacterium can produce toxins specific for
human and animal gastrointestinal diseases (7,
19, 23). Type A strains have been found in 5% of
human fecal samples or environmental sources
such as nonoutbreak retail foods (26, 31, 42).

All CI. perfringens food poisoning outbreaks have
been caused by strains type (A) for which meat is
an excellent growth medium (3). CI. perfringens
requires more than a dozen amino acids and
several vitamins for its growth, both of which are
typically present in meat. Recent Central for
Diseases Control and Prevention (CDC) statistics
indicate that the leading food vehicles for this
bacterium in the United States are meats, notably
beef and poultry, and meat-containing products,
such as gravies, stews, and Mexican food (24, 28).

The aim of the present study was to determine the
prevalence and contamination level of CI.
perfringens in minced poultry and beef sold at
retail markets.

Material and Methods
Collection of food samples

Fifty raw minced poultry and 50 minced beef
samples were purchased from different butchers
and supermarkets in Afyon between April and July
2011. Total of 100 samples (33 from buthchers
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and 67 from supermarkets) (Table 2). All of
minced poultry meat were obtained from poultry
breast meat and all of minced meat were obtained
from lobes meat. The samples were taken
aseptically and transported to the laboratory in
refrigerated containers and tested within 1-2 h of
sampling. The Most Probable Number (MPN)
counts of Cl. perfringens were estimated according
to the MPN table (13).

Determination of the MPN of Cl. perfringens
bacteria per gram in samples

The techniques described by Labbe (1989),
Baumgart et al. (1990), and Schalch et al. (1996)
(4, 22, 37) were used to isolate and identify CI.
perfringens. The contamination level of analyzed
samples with Cl. perfringens was determined by
the MPN (Most Probable Number) technique (22).
For enrichment and MPN-determination (3 tubes)
of ClI. perfringens, a 25-g portion of each sample
was aseptically placed in a sterile plastic bag
containing 225 ml of Perfringens Enrichment
Medium [(PEM; Fluid Thioglycollate Medium,
supplemented with Perfringens (TSC) supplement,
Oxoid SR 88, Oxoid, UK)] and homogenized by a
stomacher (Colworth Stomacher 400, UK) for
approximately 2 min. Ten milliliters of these
homogenates were transferred into 3 tubes, and 1
and 0.1 ml each of these homogenates were also
added to 3 tubes containing 9 and 10 ml of PEM
broth, respectively. The tubes were overlaid with
sterile melted paraffin to create an anaerobic
environment and then incubated at 46°C for 20 h
without agitation. After the samples were enriched
in PEM, one loopful from each tube that produced
gas and turbidity was streaked onto Tryptose
Sulphite Cycloserine agar (TSC agar, Oxoid CM
857, Oxoid, UK) and the plates were further
incubated at 46°C for 20 h in a Gas Pak system
(Gas generating kit, B 36, Oxoid) anaerobically. In
order to confirm the isolates, up to 5 suspect
black colonies from each positive TSC agar plate
were purified and identified biochemically by using
catalase test, lactose fermentation, gelatinase
production, nitrate reduction, motility test, acid
phosphatase reaction, haemolysis test and the
reverse CAMP-test.

Statistical Analysis

Chi square test was used to evaluate the results.
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Results

Of the 100 samples tested, 61 (61%) were found
to be contaminated with CI. perfringens and a total
of 61 strains were isolated (Table 1). All samples
showed CI. perfringens contamination rates
ranging from 68% (beef) to 54% (minced poultry
meat) (Table 1). Most of the samples surveyed in
this study had very high MPN per-gram values
higher than 3 (average 4.9 MPN/g) (Table 1). The
samples were found to be contamineted with CI.
perfringens between the levels of 3.0 and 20.0
MPN/g. In this study, minced beef and poltry meat
samples were found to be contaminated with CI.
perfringens at average of 4.9 MPN/g and 3.5 MPN/
g, respectively.

According to the results, the contamination level of
the samples collected from butchers found to be
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higher than that collected from the supermarkets.
It has been observed that butchers are more
unfavorable in terms of hygienic conditions and
rules. Prevalance of CI. perfringes in different
sampling places are summerized in Table 2. With
an increase in air temperature, Cl. perfringens was
seen to increase in prevalence and contamination
level. Prevalence of Cl. perfringens increased
steadily from April to July as seen in Table 3.

Discussion

Various results are reported concerning the
presence of Cl. perfringens in food, human feces,
and the environment (7, 19, 23, 26, 31, 42). Meat
and poultry products have been implicated in
numerous outbreaks of foodborne disease
associated with the organism (14). It is prevalent in

Table 1. Incidence of ClI. perfringens in different samples.

Food No. of samples

No. (%) of samples
contaminated with

MPN/g

examined Cl. perfringens average range
Minced beef 50 34 (68%) 4.9-20
Minced poultry meat 50 27 (54%) 3.5-20
Total 100 61 (61%) 4.2
Table 2. Prevalance of Cl. Perfringens in different sampling places.
Cl. perfringens
Total Value of p
(+) ()
(n) 21 12 33
Butcher
(%) 63.6 36.4 100
(n) 40 27 67
Supermarket 0.704
(%) 59.7 40.3 100
(n) 61 39 100
Total
(%) 61.0 39.0 100

(n) :number of samples
Value of p : Value of significance
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Table 3. Prevalance of Cl. Perfringens and distributions in months.

Cl. perfringens

Total Value of p
(+) ()
April (n) 6 9 15
(%) 40.0 60.0 100.0
May (n) 19 16 35
(%) 54.3 45.7 100.0
June (n) 17 8 25
0.097
(%) 68.0 32.0 100.0
July (n) 19 6 25
(%) 76.0 24.0 100.0
Total (n) 61 39 100
(%) 61.0 39.0 100.0
(n) : number of samples
Value of p : value of significance
broiler chicken operations; isolation rates from 70.4% of chicken meat collected from

processed chicken carcasses range from 8 to 68%
(11, 12). Animal carcasses and cuts of meat can
become contaminated with CI. perfringens from
contact with soil or animal feces, or during
slaughtering and processing (8). Many organisms
that compete with CI. perfringens are killed when
meat and poultry are cooked, but CI. perfringens
spores are difficult to eliminate (15).

Minced meat is a very common meat product in
Turkey. Meat when turned into minced meat, there
are no natural barriers of muscle tissue and
microorganisms that may spread to each side of
the meat. Cell fluid of the meat prepare an
environment suitable for the development of
bacterial reproduce and growth.

Contamination of meat and meat products with CI.
perfringens may be through different sources;
mainly internally from animal after slaughter as
postmortem invasion or externally from contamina-
ted hands, skin of animals, soil, water and proces-
sing equipments (35).

In this study, the incidence of CI. perfringens in
minced beef (68%) was high in comparison with
minced poultry meat (54%). CI. perfringens was
found in 61% (average 4.9 MPN/g) of samples.
Similarly, Cl. perfringens was isolated from 88% of
chicken carcasses consumed in Beijing (16); and
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slaughterhouses and markets in India (39). An
earlier survey by Wen and McClane (42) reported
that 56 of 147 chicken samples (%38), 17 of 83
(%21) cattle meat samples, and 25 of 108 (%23)
minced beef samples at 2-5 MPN/g, 1-10 MPN/g,
3-32 MPN/g. In addition, it is reported that in 84%
out of 50 chicken samples, 16% beef samples in
Japan were contaminated with CI. perfringens
(32). ClI. perfringens were isolated from 24% of
minced meat consumed in San Luis (40), 70.4% of
chicken meat collected from slaughterhouses and
markets in India (39), 66% of wing and chicken leg
quarter samples in Canada (33), and 8.7-29.6%
out of 150 minced beef samples in Casablanca
(8). In present study, it was observed that the
samples were contamineted with Cl. perfringens
between the levels of 3.0 and 20.0 MPN/g, while
Craven (10), Lin and Labbe (26), and Miwa et al.
(32) found 1.20 MPN log+o in chicken carcasses,
3.05 and >1.100 MPN/g in chicken meat parts,
<10* ve 10* MPN/100g in poultry meat
respectively.

Generally, the contamination level of poultry meat
samples was higher than that of cattle meat
samples in other studies. In this study, the
contamination level of beef samples was higher
than that of poultry samples. This situation could
be due to increased contamination risk of the
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cattle carcass during evisceration as the organism
is natural flora of the gut and soil. Traditionally,
food raw materials have been considered to be the
main source of food contamination with CI.
perfringens. The high prevalence of toxin positive
strains in the human gastrointestinal tract may
serve as an important source of contamination for
healthy people handling foods or food raw
materials (19). On the other hand, it can be related
to stress from shipping and different management
conditions prior to arrival such as hygiene,
population, stocking density along with potential
geographic variation and differences in
methodology (9). Overall, the findings in regard to
Cl. perfringens (54% positive) are very similar to
those in other studies that examined retail poultry
meat, where the positivity rate ranged from 26 to
98% (26, 31). It is not surprising that, in this study
results show that a high number of retail minced
poultry meats are positive for Cl. perfringens. The
presence of this enteropathogen in the intestines
of birds can contaminate the final product. Foods
of animal origin, which are rich in protein have
great importance in the occurrence of food
poisoning caused by CI. perfringens. Factors are
widely available in the products of raw meat and
raw or inadequately cooked meats.

Cl. perfringens were isolated from 88% of chicken
carcasses consumed in Beijing (16), 70.4% of
chicken meat in India (39) and 66% of wing and
chicken leg quarter samples in Canada (33).
However, in a study conducted in different retail
stores in the United States, it was reported that 4
(21%) of 19 chicken meat samples were
contaminated with Cl. perfringens. In another
study where samples were collected from different
broiler chicken slaughterhouses in Sweden, 114

(18%) out of 636 chicken carcasses were
determined to be contaminated with Cl.
perfringens (25, 26). The reasons for the

differences between the research findings are
thought to be due to the technological differences
between the slaughterhouses and different
methodology used. High rate of prevalence in the
chicken meat can also be attributed to: i) the
bacterium being ubiquitous and the availability of
poultry intestinal flora, ii) the inevitability of
cross-contamination due to the poultry slaughter
process, and iii) the lack of sanitation and hygiene
conditions (2, 41).

Conclusion

The result of the present study highlighted that CI.
perfringens contamination rates in raw poultry and
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beef minced meat and its products in Tukey may
constitute a health hazard to consumers,
especially to people at greater risk.

Products, especially minced meat is gaining
popularity in Turkey as they represent easily
prepared meals. Cooking should be done under
ideal conditions. Efforts to reduce illnesses from
Cl. perfringens in ready-to-eat and partially-cooked
meat and poultry products should focus on retail
and consumer storage and preparation methods.
Besides, proper control strategies are required to
reduce the number of disease cases and
outbreaks frequently caused by this organism.
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Siit¢ii ineklerde Subklinik Mastitisin Tedavisinde
Aloe vera Kullaniminin Etkinligi
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Ozet: Calismamizda organik antibakteriyel bir ajanin subklinik mastitis tedavisindeki etkinligi arastirildi. Subklinik
mastitisli 90 adet meme lobu Ug¢ gruba ayrildi. Grup |, 1l ve Ill'e sagim dncesi oksitosin uygulandi. Sadim sonrasi Grup
II'ye (n:30) meme ici laktasyon dénemi antibiyotik (amoksisilin, klavulanik asit ve prednizolon kombinasyonu), Grup lll'e
(n:30) ise sagim sonrasi meme igi Aloe vera uygulandi. Somatik hiicre sayimi (SHS) i¢in 0. 4 ve 31. gun sut 6rnegi
alindi. Ayrica 31. gun st 6rneklerinden mikrobiyolojik ekim yapildi. Sifirinci giin SHS bakimindan gruplar arasinda fark
yoktu. Otuzbirinci giinde en yiksek SHS’nin Grup I'de, en dugiik SHS’nin ise Grup llI'te oldugu belirlendi. Grup | ile
Grup Ill arasindaki bu farkin istatistiksel olarak énemli oldugu saptandi. Otuz birinci giin bakteriyolojik iyilesme orani
bakimindan en iyi iyilesme Grup II'de idi ve bu iyilesme orani istatistiksel olarak anlamli bulundu. Sonug¢ olarak,
subklinik mastitisin tedavisinde Aloe vera’nin kullanilabilecegi tespit edildi ve daha kapsamli caligmalarin yapilmasi
gerektigi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Aloe vera, inek, subklinik mastitis

The Effectiviness of the Aloe vera Therapy for the Treatment
of Subclinical Mastitis in Dairy Cows

Summary: In this study, the activity of an organic antibacterial agent on subclinical mastitis treatment was
investigated. Ninety mammary lobes with subclinical mastitis were divided into three groups. Oxytocin was applied five
minutes before milking Groups |, Il and IIl. After milking, intramammary antibiotic combination of amoxicillin, clavulanic
acid and prednizolon Group Il and Aloe vera were applied to Group lll, respectively. Milk samples were taken for
Somatic cell count at day 0. 4 and 31. In addition, microbiological examinations were performed for samples taken at
day 31. There were no differences between groups for SCC at day 0. Somatic cell count was found the highest in
Group | and the lowest in Group Il in at day 31. The best improvement for bacteriological recovery rate was in the day
31 in Grup Il and was found significant. The difference between Group | and Group Il was statiscally significant. As a
result, we concluded that Aloe vera can be useful for the treatment of subclinical mastitis but, further research done on
this issue is needed.

Key words: Aloe vera, cow, subclinical mastitis

Girig
Memenin enfeksiy0z etkenlere veya irkiltici mad-
delere karsi verdigi tepkiye mastitis denir (3). Mas-

titis sut ineklerinde ¢ok yaygin olarak gorilir ve
sut endUstrisinde 6nemli kayiplara yol acar (4, 8).

Son yillarda mastitis tedavisinde antibiyotik kullani-
mini en aza indirmek amaciyla cesitli projeler 6n
plana c¢ikarilmis ve alternatif tedavilere yonelim
artmistir. Sar1 sabir olarak da bilinen Aloe vera;
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zambakagiller ailesinin 360 turiinden yalnizca birisi-
dir ve mastitis tedavisinde kullanilmaktadir (7, 12).
Aloe vera icerdigi antrakinon turevi bilesikler (aloin,
emodin, aloe-emodin) sebebiyle o6zellikle Avru-
pa'da pek gok tedavide kullaniimigtir ve yara iyiles-
mesinde etkili oldugu bildiriimektedir. Bu etkinin
Aloe vera bilesiminde bulunan proteinler, polisak-
karitler ve vitaminler (B4, B,, B3 ve C vitamini) ve
minerallerden kaynaklandigi distnilmektedir (10).
Yumusatici etkisi sebebiyle meme basi daldirma
solusyonlarinda da kullanildigi bildiriimektedir (7).
Bu calisma, subklinik mastitislerde antibiyotik ka-
linti problemleri sebebiyle olusan sit kayiplarini
Onlemede, Aloe vera’'nin alternatif bir tedavi sege-
negi olabilecegini belirlemek amaciyla yapilmistir.
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Gereg ve Yontem

Calisma materyalini, Atatiirk Universitesi Veteriner
Fakultesi Uygulama ve Arastirma Ciftliginde bulu-
nan 3-6 yasli Montofon ve Holstein irki inekler
olusturdu. Yapilan inspeksiyon ve palpasyonlar
sonucu memede klinik mastitise ait herhangi bir
bulgu tespit edilemeyen ve sitiin fizyolojik gériinu-
mu normal olan ineklere Kaliforniya Mastitis Testi
(CMT) yapildi. CMT sonucunda 90 adet subklinik
mastitisli meme lobu tespit edildi ve rastgele 3
gruba ayrildi.

Grup I'e (n=30) her sagim o6ncesi 20 |U oksitosin
(Vetas Oksitosin®, Vetas) damarici olarak 12 saat
arayla 3 defa uygulandi, meme loblari tamamen
bosaltildi ve ilave bir uygulama yapilmadi.

Grup II've (n=30) her sagim 6ncesi 20 |U oksitosin
damarigi uygulanarak, memeler tamamen bosaltil-

Erciyes Univ Vet Fak Derg 11(3) 157-161, 2014

di. Sagim sonrasi 200 mg amoksisilin, 50 mg kla-
vulanik asit ve 10 mg prednizolon kombinasyonu
(Synulox LC®, Pfizer) meme igine 12 saat ara ile 3
defa uygulandi.

Grup Ill'e (n=30) her sagim 6éncesi 20 U oksitosin
damarigi uygulanarak, memeler tamamen bosaltil-
di. Sagim sonrasi %3’lik 10 ml Aloe vera meme
icine 12 saat ara ile 3 defa uygulandi. Aloe vera
(Sarisabir®, Karden, Ankara, TURKIYE) hazir
mustahzar olarak kullanildi (Sekil 1).

Tedaviye baslanildiginda ve protokollerden sonra
subklinik mastitisli olan meme loblarindaki SHS’ni
(Bentley Somacount® 150, Bently, USA) belirle-
mek ve tedavi etkinligini arastirmak amaciyla 0., 4.
ve 31. gunlerde steril tiplere sit érnekleri alinip
laboratuvara goénderildi. Ayrica 31. ginde alinan
sut érneklerinden mikrobiyolojik ekim yapildi.

Grup I
Oksitosin Oksitosin Oksitosin
Siit drnegi Siit 6rnegi Siit 6rnegi
—h F b, A 7 N
0. saat 12. saat 24. saat 4. giin 31. giin
Grup IT
Oksitosin Oksitosin Oksitosin
Synulox Synulox Synulox
Siit drnegi Siit 8rnegi Siit drnegi
—dh r- . A die.
0. saat 12. saat 24. saat 4. giin 31. giin
Grup III
Oksitosin Oksitosin Oksitosin
Aloe vera Aloe vera Aloe vera
Siit drnegi Siit 6rnegi Siit drnegi
—h b N ) £
0. saat 12. saat 24, saat 4, giin 31. giin

Sekil 1. Gruplardaki uygulama semasi.
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Istatistiksel Analiz

istatistiksel analiz, her grupta giinler arasinda SHS
degerlerinin karsilastinimasinda tekrarli 6lgimler-
de varyans analizi, her 6lgim guniinde gruplar
arasinda SHS degerlerinin karsilastiriimasinda tek
yonli varyans analizi kullanilmigtir.  Farkhligin
onemli ¢iktigi durumlarda ikili karsilastirmalar igin
Duncan testi kullaniimisgtir. Gruplara gore Mikrobi-
yolojik UGreme oranlarinin karsilastirimasinda ki-
kare testi kullaniimistir.

Bulgular

Tedavi protokollerine baslandiginda (0. gun) ve
tedavileri takip eden 4. ve 31. glinlerde alinan sit
orneklerinde ki ortalama SHS Tablo 1'de belirtildi.
Ornekleme giinlerine gore her bir grup kendi iginde
karsilastirildi. Grup I, Grup Il ve Grup IlI'te SHS
bakimindan 6rnekleme glnleri arasindaki fark ista-
tistiksel olarak ¢ok ©nemli oldugu belirlendi
(P<0.001). Gruplar sifirinci giin SHS’lar ydoninden
karsilastirildiginda, aralarindaki farkin istatistiksel
olarak 6nemli olmadigi belirlenirken (P>0.05), 4.
gunde (P<0.01) ve 31. giinde bu farkin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu belirlendi (P<0.001). Otuz
birinci glin alinan st érneklerinin mikrobiyolojisine
gore en iyi iyilesme Grup II' de tespit edildi. Birey-
sel olarak Grup I, Il ve llI' Gn 31. giin SHS’na gore
(<200.000) iyilesme oranlari sirasiyla %30 (9/30),
%40 (12/30) ve %50 (15/30) olarak bulundu.

Alinan sut numunelerinden yapilan bakteriyolojik
ekimlerde Grup I'de %26.67, Grup ll'de %3.34 ve
Grup lll'de ise %16.67 meme lobuna ait sutte mik-
robiyolojik olarak Ureme oldugu belirlendi (Tablo
2). Tedavi sonrasi 31. glinde gruplar arasinda iyi-

H. ORAL, A. COLAK, B. POLAT, M. CENGIZ, S. CENGIZ,
A. BASTAN, S. KAYA

lesme orani bakimindan istatistiksel olarak énemli
bir fark oldugu saptandi (P<0.05).

Calisma sonunda alinan numunelerden (31. gin)
yapilan mikrobiyolojik ekimlerde sirasiyla Staphy-
lococcus aureus (%53.4), koagulaz negatif stafilo-
kok (%26.7), Esherichia coli (%6.6), Streptococcus
spp. (%6.6) ve Bacillus spp. (%6.6) izole edildi.
Grup |, Grup Il ve Grup lII'teki ineklerde sirasiyla
%30.00, %3.33 ve %16.66 oraninda mikroorganiz-
ma Uredigi saptanmustir. izole edilen bu mikroorga-
nizmalarin gruplara gére dagihmi Tablo 3’te sunul-
mustur.

Tartisma ve Sonug

Meme bezinin hiicresel ve humoral savunma siste-
mi patojenlere karsi énemli rol oynamaktadir. Ya-
pilan in vitro ¢alismada in vivo olarak karsilagilan
bir antijene karsi 16kosit yikim gucu Uzerine Aloe
vera etkisi arastirilmigtir. Aloe vera eklenmis kul-
turlerde 16kosit yikim guicunin arttigi ve immunolo-
jik savunma sistemine yardimci oldugu tespit edil-
mis ve iyilesmenin de daha hizli oldugu bildirilmek-
tedir (5).

Aloe vera' nin antimikrobiyel etkisi bilinmesine rag-
men subklinik mastitis tedavisinde ki etkinligi hak-
kinda pek fazla bilgi bulunmamaktadir fakat klinik
mastitislerin tedavisi amaciyla Aloe vera kullanilan
calismalar bildirilmistir (12). Organik Uretim yapilan
ciftiklerde meme ici Aloe vera emilsiyonlari ve
soguk su ile masaj gibi alternatif tedaviler tim te-
davilerin %8'’ini olusturmaktadir (6).

Ocal ve ark. (11) tarafindan yapilan ¢alismada
daha 6nce mastitisli oldugu belirlenen hayvanlara

Tablo 1. Grup iginde ve gruplar arasinda 6rnekleme yapilan ginlerdeki SHS'nin karsilastiriimasi

0. giin 4. giin 31. glin P*
Grup I; (n=30) 908.30+362.20"* 2977.9+375.28%* 1546.00+468.55" <0.001
Grup Il; (n=30) 621.75+136.56™" 1823.5+270.30*® 748.05+235.17%8 <0.001
Grup lII; (n=30) 887.60+219.59%* 1364.9+297.22°° 325.95+48.48"8 <0.001
p** >0.05 <0.01 <0.05

a,b: ayni satirda farkl harf tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak p<0,05 énemlidir.
A,B: ayni situnda farkl harf tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
P*: Istatistik 6nem kontrolii (tekrarli 6lgimlerde varyans analizi),

P**; [statistik 6nem kontrolii (tek yénlii varyans analizi)
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Tablo 2. Tedavi sonrasi 31. guinde iyilesmenin kontrolu.

Erciyes Univ Vet Fak Derg 11(3) 157-161, 2014

Ureme
Gruplar
+ -
Grup | 8 (%26.67)* 22 (%73.33)
Grup I 1 (%3.34)° 29 (%96.66)
Grup NI 5 (%16.67)° 25 (%83.33)
P a:b:c: P<0.05

Tablo 3. Gruplardan 31. glin alinan sut érneklerinden izole edilen mikroorganizma, sayilari ve ylzdeleri.

Mikroorganizma tiirii Grup | Grup i Grup lll
Staphylococcus aureus 5 - 3
KNS 2 - 2
Esherichia coli 1 - -
Streptococcus spp. - 1 -
Bacillus spp. 1 - -
Toplam 9/30 (%30.00) 1 (%3.33) 5(16.66)

meme i¢i antibiyotik tedavisinden 7 glin sonra sit
Ornekleri alinmig ve mikrobiyolojik ekim ile %
93.02'sinde iyilesme belirlemistir. Yine Bastan ve
ark. (2) tarafindan yapilan c¢alismada meme igi
antibiyotik uygulamasi ile bakteriyolojik olarak %84
oraninda iyilesme belirlenmistir. Grup I'de %73.33
(22/30), Grup ll'de %96.66 (29/30) ve Grup lll'de
ise %83.33 (25/30) oraninda mikrobiyolojik iyiles-
me belirlenen ¢alismamizin sonuglari diger calis-
malarla (2,11) uyumlu bulundu.

Abay ve Bekyurek (1) tarafinda yapilan ¢alismada
subklinik mastitis oldugu belirlenen meme loblarin-
da tedavi sonrasi mikrobiyolojik olarak iyilesme
oranini %67.9 olarak tespit etmislerdir. Sunulan
calismada da benzer sekilde Grup I'de 21, Grup
I'de 18 ve Grup llI'de 15 meme lobunda SHS
>200.000 olmasina ragmen yapilan mikrobiyolojik
ekimlerde Grup I'de 8, Grup Il'de 1 ve Grup llI'de 5
adet meme lobunda Greme oldugu tespit edildi.

Mastitise neden olan mikroorganizmalar yoresel ve
bolgesel farkliliklar gostermektedir. Her bir bolge-
de kullanilan antibiyotik gesidine kargi ¢esitli oran-
larda direng gelistigi bildiriimektedir. Bu baglamda
Staphylococcus aureus susunun cesitli antibiyotik-
lere karsi %5-60 arasinda direng gelistirdigi bildiril-
mistir (9). Bu sebeple alternatif tedavi yontemlerine
ydnelmek énem arz etmektedir.

160

Sonug olarak, Aloe vera kullanilan grup ile antibi-
yotik grubu arasinda 6énemli bir fark tespit edileme-
di. Bu sebeple 6zellikle organik Uretim yapan ve
kalinti problemi yasayan biyuk isletmelerde Aloe
vera'nin subklinik mastitis tedavisinde alternatif
tedavi ydntemi olarak kullanilabilecedi sonucuna
varildi. Tedavi etkinliginin daha iyi bir sekilde de-
gerlendirilebilmesi icin daha genig ve kapsamli
calismalara ihtiya¢ duyuldugu kanisindayiz.
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Summary: In this study, a total of 50 Staphylococcus aureus strains isolated from bovine milk, bovine uterus swabs,
dog ear swab, dog skin swab and chicken synovial fluid samples were examined in terms of slime factor production
and antibiotic resistance. The slime production of strains was determined by using Congo red agar and standard tube
methods. Of 50 S. aureus strains, 21 (42%) and 18 (36%) were determined as slime positive in the Congo red agar
and standard tube methods, respectively. A significant difference was not found between two different methods
(p>0.05). Standard E-test method was used to detect the antibiotic resistance of isolates. Among the isolates, the
highest resistance rate was against penicillin G (20%), followed by cephalothin (16%), oxacillin (16%) and tetracycline
(14%). Only one (2%) of the tested strains was resistant to enrofloxacin. However, resistance to erythromycin,
trimethoprim/sulfamethoxazole, rifampin and gentamicin were not determined in any strains. When the antibiotic
resistance of slime positive and negative strains was compared, resistance to penicillin G, cephalothin and oxacillin
was significantly high in slime positive strains (p<0.05).

Key Words: Antibiotic resistance, slime factor, Staphylococcus aureus

Gesitli Hayvansal Klinik Orneklerden izole Edilen Staphylococcus aureus
Suslarinda Slaym Pozitifligi ve Antibiyotik Direnci

Ozet: Bu galismada, inek siitli, inek uterus sivabi, kdpek kulak sivabi, kdpek deri sivabi ve tavuk sinoviyal sivi érnekle-
rinden izole edilen toplam 50 Staphylococcus aureus sugu slaym faktér Uretimi ve antibiyotik direnci yontinden incelen-
di. Suslarin slaym uretimi Congo red agar ve standart tip yontemleri kullanilarak belirlendi. Elli S. aureus sugunun 27’i
(%42) Congo red agarda, 18'i (%36) standart tiip yontemi ile slaym pozitif olarak belirlendi. iki farkli yéntem arasinda
istatistiksel olarak dnemli bir farklilik bulunmadi (p>0.05). izolatlarin antibiyotik direnclerinin belirlenmesinde standart E-
test yéntemi kullanildi. izolatlar arasinda en yiiksek direng orani penisilin G’ye (%20) karsi iken, bunu sefalotin (%16),
oksasilin (%16) ve tetrasikline (%14) karsi diren¢ oranlari izledi. Test edilen izolatlardan sadece biri (%2) enrofloksasi-
ne karsi direncliydi. Eritromisin, trimetoprim/sulfametoksazol, rifampin ve gentamisine karsi ise direng tespit edilemedi.
Slaym pozitif ve negatif suglarin antibiyotik direngleri karsilastirildiginda, slaym pozitif suslarda penisilin G, sefalotin ve
oksasiline karsi direng 6nemli oranda yiksekti (p<0.05).

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnci, slaym faktor, Staphylococcus aureus

Staphylococcus genus for human and animals (26,
28).

S. aureus has several virulence factors such as
microcapsule, surface proteins, exotoxins,
hemolysins and enzymes playing an important role
in the pathogenesis of diseases (26, 28). Besides
these factors, S. aureus can produce a viscous
extracellular exopolysaccharide referred as slime
or biofilm. Staphylococcal biofilms are encased in
an extracellular matrix composed of proteins,
polysaccharides, extracellular DNA and
presumably host factors (3, 8, 20). This

Introduction

Staphylococcus aureus is a common commensal
on skin, the mucous membranes of upper
respiratory tract, lower urogenital tract and
digestive tract in humans and animals. However,
this agent causes pneumonia, mastitis, arthritis,
synovitis, endocarditis, urinary and genital tract
infections, skin lesions, phlebitis, meningitis and
food poisoning. Therefore, S. aureus is known as
the most important pathogen found in

extracellular polysaccharidic layer enhances the
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metallic surfaces; contributes to the evasion of
bacteria from immunological defense mechanisms;
and complicates the pathogen eradication (18).
The matrix protects bacteria against high
antimicrobial concentration because it impairs the
access of antibiotics to bacterial cells and limits
the antimicrobial agent diffusion through biofilm
(18, 30). Also, extracellular slime production by
bacteria provides the protection of cells from the
phagocytic activity of macrophages and
bactericidal activity of neutrophils (6). Therefore, it
has been accepted that slime positive bacterial
strains are more often related to significant
infections than slime negative strains (3, 4, 7, 24).

A number of tests are available to detect slime
production by staphylococci, including tissue
culture plate (11), microplate test (27), standard
tube method (11), Congo red agar (17),
bioluminescent assay (23) and scanning electron
microscopy (15) or fluorescence microscopic
examination (33). But, most frequently the
Standard tube test and Congo red agar methods
are used. By applying these in vitro methods to
establish the criteria for slime production, strains
have been classified as slime producing and non-
slime producing (31).

Recently, many studies have mainly focused on
the biofilm formation of human clinical isolates (5,
9, 29) and bovine or ovine mastitis isolates (1, 12,
16, 22, 24). But, the investigations about the slime
factor production of S. aureus isolates obtained
from various animal samples are limited (14, 31,
32). Therefore, in the present study, the
determination of slime positivity in S. aureus
strains isolated from different animal clinical
sources, including bovine milk, bovine uterus
swab, dog ear swab, dog skin swab and chicken
synovial fluid, was aimed. Also, the antibiotic
resistance of slime positive and negative strains
was statistically compared.

Materials and Methods
S. aureus strains

In this study, 50 S. aureus isolates were used for
detection of their slime factor production and
antibiotic resistance. The isolates were obtained
from bovine milk with mastitis (n=10 isolates),
bovine uterus swabs with fertility problems (n=10
isolates), dog ear swabs with otitis externa (n=10
isolates), dog skin swabs with skin lesions (n=10
isolates) and chicken synovial fluids with synovitis
(n=10 isolates). The isolation and identification of
S. aureus from samples was performed by using
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standard cultural methods. For this purpose,
clinical samples were directly inoculated onto
blood agar media (Oxoid CM0271) containing 7%
of sheep blood and plates were incubated
aerobically at 37 °C for 24-48 hours. After the
incubation, each different colony was examined
macroscopically (colony morphology, haemolysis,
pigment production) and microscopically (Gram
staining). Then, each different colony was
sub-cultured in blood agar containing 7% of sheep
blood and tryptone soya broth (Oxoid CM0129) for
further characterization. Oxidase, catalase, lam
and tube coagulase, Voges Prouskauer,
fermentation of glucose and mannitol, DNase
activity and resistance to bacitracin tests were
used for identification of isolates (19, 28).

Detection of slime production

Slime production of 50 S. aureus strains was
determined by using Congo red agar and standard
tube methods. Staphylococcus epidermidis ATCC
35984 and S. epidermidis ATCC 12228 were used
as positive and negative control strains,
respectively.

Congo red agar was prepared according to
method described by Freeman et al. (17). The
composition of medium was Brain Heart Infusion
Broth (Oxoid CMO0225) 37 g/l, sucrose 50 g/,
agar10 g/l and Congo red 0.8 g/l. The Congo red
stain was prepared as a concentrated aqueous
solution and autoclaved (121 °C for 15 min)
separately and was added when the agar had
cooled to 55 °C. The strains were inoculated onto
medium and incubated under aerobic conditions
for 24 hours at 37 °C. After the incubation, black
coloured colonies were regarded as slime positive
and pink coloured colonies as slime negative. The
experiment was performed in triplicate and
repeated three times.

The standard tube method developed by
Christensen et al. (11) was used as the second
method in the detection of slime production. A
loopful of organisms from a single colony in pure
culture on blood agar plate containing 7% of sheep
blood was inoculated into 10 ml of tryptone soya
broth. The tubes were incubated at 37 °C for 18
hours. Then, the contents were decanted and
tubes were stained with 1% safranine for 7 min. A
positive result was indicated by the presence of an
adherent film of stained material on the inner
surface of the tube. Presence of stained material
at the liquid-air interface alone was not regarded
as indicative of slime production. The test was
repeated three times for each isolate.
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Antibiotic susceptibility test

Resistance to different antibiotics was detected by
using standard E-test method. E-test strips were
used according to manufacturer instructions (AB
Biodisk, Sweden) to determine the minimum
inhibitory concentrations (MICs) in ug/ml. Bacterial
suspensions were prepared by selecting colonies
from overnight cultures on blood agar containing
7% of sheep blood. The pour colonies were
suspended in sterile tubes containing 2 ml of
saline solution (0.85% NaCl) of equal turbidity to
0.5 McFarland standard. The suspensions were
inoculated onto Mueller Hinton agar (Oxoid
CMO0337) plates using sterile swabs. After the
inoculation, penicilin G (PG), cephalothin (CE),
tetracycline (TC), erythromycin (EM), trimethoprim/
sulphamethoxazole (TS), rifampin (RI),
enrofloxacin (EF), oxacillin (OX) and gentamicin
(GM) E-test strips were applied to plates and
plates were incubated aerobically at 35 °C for 24
hours. Following the incubation, the MIC values
were recorded and results were evaluated
according to Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) (13). S. aureus ATCC 29213 was
used as control strain.

Statistical analysis

Chi-square test was used between two different
methods applied for detection of slime factor
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production. Antibiotic resistance of slime positive
and slime negative strains was compared by
Chi-square and Fisher’s exact chi-square tests. A
probability of p<0.05 was considered statistically
significant.

Results
Slime production

Of 50 S. aureus strains tested, 21 (42%) and 18
(36%) were determined as slime positive in the
Congo red agar and standard tube methods,
respectively. A significant difference was not found
between the two different methods (p>0.05).

Antibiotic susceptibility test

In 50 S. aureus strains, the highest resistance rate
was against penicilin G (20%), followed by
cephalothin (16%), oxacillin (16%) and tetracycline
(14%). Only one (2%) of the tested strains was
resistant to enrofloxacin, while resistance to
erythromycin, trimethoprim/sulfamethoxazole,
rifampin and gentamicin was not determined in
any strains (Table 1). Resistance to penicillin G,
cephalothin and oxacillin in slime positive strains
was significantly higher than in slime negative
strains (p<0.05) (Table 2).

Table 1. Antibiotic resistance of 50 S. aureus isolates obtained from various animal clinical samples.

Antibiotic MICs, MICq Range Breakpoint Resistance
(ng/mil) (ng/mil) (ng/mil) (ng/mil) . %
PG 0.064 32 0.002-32 20.25 10 20
CE 0.125 256 0.016-256 >32 8 16
TC 0.5 256 0.016-256 >16 7 14
EM 0.38 05 0.016-0.75 >8 0 0
TS 0.047 0.25 0.002-0.035 >4/76 0 0
RI 0.008 0.016 0.002-0.023 >4 0 0
EF 0.125 0.25 0.002-32 >4 1 2
OX 0.25 256 0.016-256 >4 8 16
GM 0.75 1 0.016-2 16 0 0

MIC: Minimum inhibitory concentration, PG: Penicillin G, CE: Cephalothin, TC: Tetracycline, EM: Erythromycin,
TS: Trimethoprim/sulfametoxazole, RI: Rifampin, EF: Enrofloxacin, OX: Oxacillin, GM: Gentamicin
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Table 2. Difference between resistance to antibiotics and slime production in S. aureus strains obtained

from various animal clinical samples

Slime Positive Slime Negative Statistically
Antibiotic (n=21) (n=29) Significant*
n % n %
PG 8 38.1 2 6.9 p<0.01
CE 6 28.6 2 6.9 p<0.05
TC 5 23.8 2 6.9 p>0.05
OoX 7 33.3 1 34 p<0.01

Difference between antibiotic resistance of slime positive and slime negative strains.
PG: Penicillin G, CE: Cephalothin, TC: Tetracycline, OX: Oxacillin

Discussion

This study investigated the slime factor positivity
and antibiotic resistance in 50 S. aureus strains
isolated from different animal clinical samples.

Slime factor production has been considered as an
important virulence factor in the pathogenesis of
infections because biofilm-associated
microorganisms show an innate resistance to
antibiotics, disinfectants and clearance by host
defense mechanisms (6, 18, 30). Researchers
have used various methods to detect slime
production by staphylococci (11, 17, 21, 31). We
tested 50 S. aureus strains by two in vitro
screening procedures for their slime production
ability. Slime production was detected in 42%
(21/50) and 36% (18/50) of the S. aureus strains
by the Congo red agar and standard tube assays,
respectively. Similar to other studies (11, 14, 17,
21, 31), statistical analysis did not show a
significant difference between the two different
methods (p>0.05).

Although limited research exists about biofilms in
animals, biofilms are believed to be involved in
many diseases such as pneumonia, liver
abscesses, enteritis, arthritis, synovitis, wound
infections and mastitis (24, 25). The relationship
between slime production and virulence has been
emphasized in several publications (3, 4, 7, 29),
indicating that slime positive bacterial strains are
more often related to significant infections than
slime negative strains. Turkyilmaz and
Eskiizmirliler (31) found the slime factor positivity
as 77.7% in 90 coagulase positive staphylococci
(CPS) strains isolated from various animal clinical
samples by Congo red agar method. Similarly, the
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slime factor production of 108 S. aureus strains
was determined as 33.3% by Ciftci et al. (14). In
another study, slime production in 90 CPS strains
was reported as 77.8% (32). In our study, 50 test
strains were obtained from different clinical
materials, including bovine milk, bovine uterus
swab, dog ear swab, dog skin swab and chicken
synovial fluid, and slime positivity was determined
as 42% in these strains. This result was consistent
with the findings of similar studies related to slime
factor production in Staphylococcus strains.

Antibiotics have been commonly used for the
treatment of bacterial infections. But, the
resistance developed against antimicrobials has
complicated the fight to infectious agents in the
whole world. Therefore, bacterial identification and
susceptibility tests are important for selecting the
appropriate antimicrobial agent for treatment. In a
research similar to our study, Tirkyllmaz and
Eskiizmirliler (31) reported that the highest
resistance rate was found against penicillin in all
CPS strains. Similarly, Ciftci et al. (14) determined
the high resistance rates to penicillin,
oxytetracyline and danofloxacin in S. aureus
strains. In our tested strains, maximum resistance
was observed against penicillin G (20%), followed
by cephalothin (16%), oxacilin (16%) and
tetracycline (14%). Penicillin G is widely used as
main antibiotic group in animals for the treatment
and prevention of several diseases in Turkey;
therefore, a high rate of resistance to this antibiotic
was not unexpected. Similarly, the reasons of
resistance to cephalothin and tetracycline may be
intensive, prolonged and regular use of these
antibiotics in large and small animal practices for
treatment of various conditions in Turkey.
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However, high oxacillin resistance in tested strains
was noteworthy. Although penicillinase or (-
lactamase resistant penicillins such as oxacillin
and methicillin are not used in veterinary medicine
in Turkey, the common use of cloxacillin belongs
to this group antibiotics, especially in mastitis, may
be related to this phenotypic resistance rate.

Several authors have shown in in vitro
experiments that bacteria growing in a biofilm are
10-1000 times more resistant to antimicrobial
agents when compared with planktonic growing
bacteria of the same strain (2, 10, 25). In a study,
higher resistance rate against tested antibiotics
was relatively determined in slime producing CPS
strains isolated from various animal clinical
materials than non-slime producing strains (31). In
the present study, we statistically compared the
antibiotic resistance of slime positive and negative
S. aureus strains. Resistance to penicillin G,
cephalothin and oxacillin in slime positive strains
was significantly higher than in slime negative
strains  (p<0.05). Similarly, resistance to
tetracycline was higher in slime positive strains,
but no statistically significant difference was
detected among slime positive and negative
strains (p>0.05). The minority of tetracycline
resistant strains may be the cause of this result.
These findings were consistent with other studies.

In conclusion, the slime factor producing was
evaluated in S. aureus strains isolated from
various animal clinical samples. According to our
results, the resistance to some antibiotics
commonly used in Turkey was determined in these
slime positive strains. There is a need for
awareness that slime positive bacteria can be
more pathogen and cause persistent infections.
Also, it should be considered that whatever the
mechanisms of resistance are, when treating a
bacterial infection in animals, it is important to
select the correct antibiotics.
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Summary: Purpose of this study was to compare the use of intramuscular (IM) and intracsseous (lO)
xylazine-ketamine combination by monitoring clinical parameters in quails. The experiment was carried out on twenty
clinically healthy mature male quails randomly divided into two groups. The first group (n=10) received the combination
of 8 mg/kg Xylazine HCI 50 mg/kg and Ketamine HCI IM and second group (n=10) received: the same combination via
IO route. Each quail was monitored for heart rate (HR), respiratory rate (RR), cloacal temperature (CT) and
electrocardiography (ECG). The induction and duration time of anesthesia in 10 ghroup was significantly shorter than
that for IM Group (P<0.05). The HR of 10 group was significantly decreased on 15", 20" and 30" min as compared to
the IM group (P<0.05). When statistical differences were compared among different groups, the RR of 10 group
reduced significantly (P<0.05) on the 3", 5" 10" and 15" min than that of the IM group. There were no significant
differences observed in the CT values between 10 and IM group during the anesthesia. Also, reflexes disappeared in
both groups throughout the anesthesia. In conclusion, sufficient anesthesia can be obtained by the use of both the IM
and the 10 xylazine-ketamine administration. Furthermore, it was determined that 10 route can be easily used in clinical
practice such as IM anesthesia in quails.

Key Words: Intramuscular, intraosseous, ketamine, quail, xylazine

Bildircinlarda (Coturnix coturnix japonica) intramuskiiler ve intraossedz Xylazine-Ketamine
Anestezisinin Klinik Olarak Degerlendirilmesi

Ozet: Bu calismanin amaci bildircinlarda xylazine-ketamine kombinasyonunun intramuskuler (IM) ve intraosseal (10)
kullanimini klinik parametreleri izleyerek karsilastirmaktir. Calisma, klinik olarak saglikli ve yetiskin olan 20 adet erkek
bildircinda rastgele iki gruba ayrilarak yaratildu. Birinci gruba (n=10) 8 mg/kg Xylazine HCI ve 50 mg/kg Ketamine HCI
kombinasyonu IM olarak verildi. Ikinci gruba (n=10) ise ayni kombinasyon IO yolla verildi. Her bir hayvan monitérize
edilerek kalp atim sayisi (HR) solunum sayisi (RR), cloacal 1s1 (CT) ve EKG degerleri kayit edildi. Anestezi indiiksiyonu
ve anestezi suresi 10 grupta IM gruptan énemli derecede daha kisa bulundu (P<0.05). IM grup ile karsilastinidiginda
IO grubun HR degerlerinin 15, 20 ve 30. dakikalarda 6nemli derecede azaldigi belirlenmistir (P<0.05). Gruplar arasinda
RR bakimindan istatistiksel degisiklikler karsilastirildiginda 10 grupta 3, 5, 10 ve 15. dakikalarda IM gruba gore bir
disus ve 6nemli bir fark bulundu (P<0.05). Anestezi boyunca CT degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark gézlenmedi. Ayrica her iki grupta da anestezi boyunca refleksler degerlendirildi. Sonug olarak bildircin-
larda xylazine-ketamine kombinasyonun hem IM hem de IO olarak uygulandiginda yeterli bir anestezi elde edile-
bilecegi ve 10 yolun klinik pratikte IM yol gibi kolaylikla kullanilabilece@i sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Bildircin, intramuskuler, intraosseus, ketamine, xylazine

Introduction

There are many studies (2,6,7,10,11,16,17) that
demonstrated the effect of anesthetic agents on
metabolic, hemodynamic and cardiovascular
parameters in avian veterinary practice. Although

Among the ways of routine injection, IM or
subcutan (SC) routes are preferred routinely in
avian species. The advantages of 10 injections in
order to anesthesia in birds have been reported by
researchers in recent years (10,15).

several anesthetic agents are often used to induce
anesthesia, safe and effective anesthesia methods
and administration route of anaesthetic agents are
of great importance for small pet birds (12).
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A dissociative anesthetic, ketamine, has been
widely applied as an inducer of anesthesia
characterized by marked analgesia and amnesia
(8,16,17). Ketamine has become a popular and
powerful analgesic for short surgical procedures
(16). However, it is rarely used alone because of
poor muscle relaxation, muscle tremors, myotonic
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contractions, and rough recoveries. For this
reason, to neutralize its side effects, ketamine is
frequently used together with an o- 2-
adrenoceptor agonist depending on the species
involved (8). Xylazine HCI, an a- 2- adrenoceptor
agonist, is widely used in avian species for its
potent sedative, analgesic and myorelaxant
properties. Ketamine in combination with xylazine
that is a commonly used anesthetic in veterinary
practice is also safe and effective for induction of
anesthesia in birds. If properly dosed, this
combination can be used to induce anesthesia
with  minimal adverse cardiovascular and
respiratory effects (6,9,11,12,14).

This study was conducted to research if the 10
administration of the xylazine-ketamine
combination enhances the quality of anesthesia as
compared to IM administration for general
anesthesia in quails.

Materials and Methods

This study was carried out on 20 adult clinically
healthy mature (26 week old) male quails
(Coturnix coturnix japonica) with 198.07+11.28 g
(as MeantSD) body weight. Quails provided from
animal farming department of Kafkas University.

The study was started after the birds were adapted
to their environment for a week. They were housed
at constant room temperature with a 12-12 h light-
dark cycle and fed with a wheat-based diet in
accordance with the previous feeding regimen. All
experiment were performed in quails deprived of
food for 60 min, but allowed free access to water.

Animal research ethics committee of Veterinary
Medicine in Kafkas University approved all
experiments before studies were conducted
(2012/04).

Study Protocols

The birds were divided into two groups on the
basis of their exposure route of anesthetics as IM
and 10. Quails in the IM group (n=10, BW=
200.7+11.04) was anesthetized with 8 mg/kg
xylazine (Rompun® 2%, 50 ml, Bayer, Germany)
and 50 mg/kg Ketamine (Ketalar® 10 ml injectable,
Pfizer-Turkey) by insulin syringe. Deep pectoral
muscle was used for IM injection. Quails in the 10
group (n=10, BW=196.7+11.74) received 8 mg/kg
xylazine and 50 mg/kg ketamine with insulin
syringe. In the 10 group, Xylazine-ketamine was
diluted at 1:1 ratio with 0.9% NaCl solution. The
distal end of the left tibia was chosen for IO
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administration using 14 to 20 gauge spinal needles
depending the bird’s size. After aseptic conditions,
the knee joint of quails laid on lateral recumbency
was positioned at flexion. Needle positioned the
tibia tuberosity parallel to the diaphysis was
inserted to medulla of tibia. Whether needle was in
medullary region was determined with loss of
resistance against the needle.

Measurements

Experimental quails were monitored and recorded
for HR, RR, CT and ECG at initial, and on the 1, 3,
5, 10, 15, 20, 30, 40 and 50" minutes after
injection by a multi-parametric monitor (Veteriner
Monitér® MMED6000DP S6-V).

Assessment of the clinical effect of anesthesia

Records of quails in all groups were kept in terms
of the induction period, duration of anesthesia and
recovery period. Recorded periods were
determined by using standard painful stimuli. A
superficial (needle used to prick the skin) and
deep pin-prick (needle inserted into the muscle)
were performed on different body parts. Also,
other body reflexes (righting reflex, feather
plucking reflex, palpebral reflex, pharyngeal reflex)
were recorded.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the
commercial Minitab-16 software program (with
Man-Whitney U test and Wilcoxon test followed by
Friedman’s test). All results were expressed as the
Mean + Standard error of mean (SEM). A P value
<0.05 was considered to be statistically significant.

Results
Induction and duration time of anesthesia

The induction time in the 1O group (1.03+0.3 min,
n=10) was significantly shorter (P<0.05) than that
for the IM group (5.62+0.3 min, n=10). On the
other hand, the duration time of anesthesia in the
IM group (45.60+2.54 min) was significantly longer
(P<0.05) than the 1O group (39.90+2.23 min).

Heart Rate

Changes in the HR of the experimental groups
according to time were shown in the Table 1. The
HR was not changed in the IM group in relation to
baseline values throughout the anesthesia.
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However, in the 10 group the HR was significantly
decreased from the 10" min on to the 40™ min
when compared to baseline values (P<0.05). The
HR returned to baseline values at 50" min. The
HR of the 10 group significantly decreased on 15",
20" and 30™ min as compared to IM group
(P<0.05).

Sinus rhythm was changed as a bradycardia that
of arrhythmia obtained from ECG data in all of the
quails.

Respiratory Rate

The RR according to time and to the experimental
groups was shown in the Table 1. While significant
decrease in the RR were observed in the IM group
on the 20™ min (P<0.05), decrease in the IO group
were on the 1" to 40" min (P<0.01) as compared
to baseline values. When statistical alliterations
were compared among the groups, reduction in
the RR of the IO group were found to be significant
than the IM group on the 3", 5™ 10" and 15" min
(P<0.05).

Cloacal Temperature

Table 1 shows the alteration in the CT according
to time and to the experimental groups. There
were no significant differences observed in the CT
between IO and IM group during the anesthesia.
The CT began to significant decrease (P<0.001)
on the 10™ min both the IM and IO group, and
these significant decrease continued during
anesthesia.

Reflexes

Assessed reflexes disappeared in both groups
throughout the anesthesia. Alteration in pin-prick
reflex was shown in Figure 1. Also body reflexes
such as righting reflex, feather plucking reflex,
palpebral reflex and pharyngeal reflex were
showed in Figure 2. Because similar responses
were shown in body reflexes at the same time in-
tervals, they were presented in same figure.

Discussion

Recently researches (1,5,6,10,11) have recom-
mended different a-2-adrenoceptor agonists such
as xylazine, detomidine and medetomidine combi-
nation with ketamine HCI a suitable injectable an-
aesthetic agent for avian species. Also, several
investigators (6,11,14,17) have recommended that
xylazine-ketamine combinations usually result in

A. KAMILOGLU, S. YAYLA, N. KAMILOGLU, I. BZAYDIN, B. KURT

rapid and smooth induction, associated with deep
analgesia, good muscle relaxation and absence of
all reflexes and smooth recovery. A research in
Budgerigars by Gandomania at al. (8) reported
that induction and recovery time was obtained
longer with ketamine-xylazine combination than
with sole ketamine or xylazine. Although there
were many different studies (4,5,10,11) on the
anesthetic drug combination and usable or effec-
tive dose, research on route of administration is
limited. The preferred route of administration of
this combination are commonly IM or intravenous
(IV) for birds (2,6).

The choice of administration route is often as im-
portant as the anesthetic agent. However, 10 ad-
ministration of injectable anesthetics and sedatives
for general anesthesia in birds is restricted. It is
suggested that the 10 route is superior to intra-
muscular and comparable to IV administration
(3,10,13). Because of the medullary venous chan-
nels connect to the systemic circulation, absorp-
tion of anesthetic agent has takes less time. When
intravenous access is not available or not feasible,
IO route is used in urgently situations to provide
fluids, medication and anesthetic drug (3,13). In
avian species, usually ulna or tibia can be used for
this purpose for which the needle is injected
through in the bone's medulla or marrow that al-
lows immediate access to the vascular system
(10,15). A study by Kamiloglu et al. (10) was re-
ported that the advantage of 10 application as the
quick induction of anesthesia, shorter recovery
time. Also, in our study, the initiation of anesthesia
was smooth and rapid; profound analgesia and
smooth recovery were obtained; and all reflexes
were disappeared within both IM and IO injection
of xylazine-ketamine combination. On the other
hand, the IO application is advantageous for onset
and duration of anesthesia as it is quicker and
shorter than the IM usage. However, research
(3,10,13,15) reported that haemorrhage and bone
fracture may occur during cannula placement. In
this study, we did not observe any complication
during the 10 implementation.

The researches (6,8,11,14) wused xylazine-
ketamine anesthesia both in birds and other ani-
mals has shown that this combination may cause
cardiac and respiratory depression by dose-
dependent rather than the administration route.
Xylazine-ketamine combination can be used to
remove the side effects of xylazine on cardiovas-
cular and respiratory system (6). However, the
elimination of cardio-respiratory depressive effect
of this combination cannot always be possible.
Ketamine, a dissociative anesthetic, has a stimula
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Pin-Prick Reflexes

—a—IM Group
—a—10 Group

Scala

10 20 30 40
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Figure 1. Alteration in pin-prick reflexes induced by IM and 10 administration of xylazine/ketamine
combination. Median analgesic scores in response to a standard noxious stimuli (pin-prick
reflex). 1; no analgesia, 2; mild analgesia, 3; moderate analgesia and 4; complete analgesia.

Body Reflexes
—— M Group

—=—10 Group

Scala

20 30 40 50

Time

Figure 2. Analgesia scores based on body reflex such as righting reflex, feather plucking reflex, palpebral
reflex, pharyngeal reflex. 1; no analgesia, 2; complete analgesia.

tory effect on cardiovascular activity and does not
depress respiration (6). An a2-adrenoceptor
agonist, xylazine, connect to the pre-and
postsynaptic a2-adrenoceptor, leads to changes in
the intrinsic membrane and inhibit the release of
norepinephrine. Thus, increase in parasympathetic
activity and a decrease in peripheral sympathetic
activity can cause decline in heart rate as
bradycardia, and blood pressure as hypotension.
Also, it is known that xylazine has a depressive
effect on the respiratory system (6,14). Research
in domestic pigeon (5,6,12) and quails (4) also
showed that an a2-adrenoceptor agonist and
ketamine combination lead to decrease in heart
and respiratory rate and body temperature.

Moreover, a study in pigeon by Duranni et al. (6)
reported that xylazine-ketamine combination
creates hypothermia, respiratory depression and
bradycardia by IM usage of this combination. In
our study, general anesthesia was achieved with
sufficient muscle relaxation, without tremors and
convulsion, smooth and fast recovery by the use of
ketamine xylazine combination both in the IM
group and the 10 group in quails. But, it was found
in the present study that the xylazine-ketamine
anesthesia led to cardio-respiratory depression as
bradycardia, decreased respiratory rate and
hypothermia, quails in both groups. However, the
researches related to anesthesia reported that
decrease in body temperature was associated with
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a slow down in the metabolism rather than the
anesthetic agents used (6,14).

In conclusion, if a quick and convenient way of
anesthesia for urgent operation is desired 10 route
can be used as an alternative way. Moreover,
using the ketamine-xylazine combination
considered as a viable choice that resulted in a
sufficient and appropriate anesthesia in quails.

References

1. Aksoy O, Ozaydin I, Kirmizigul AH, Kilic E,
Ozturk S, Kurt B, Yayla S. S6zmen M, Atakisi
E. Evaluation of experimental subarachnoid
analgesia with a combination of detomidine
and ropivacaine for flank analgesia in cows.
Vet Arhiv 2012; 82 (5): 463-72.

2. Azizpour A, Hassani, Y. Clinical evaluation of
general anesthesia with a combination of
ketamine HCI and diazepem in pigeons. Agric
J 2012; 7 (2): 101-5.

3. Brickman KR, Krupp K, Rega P, Alexander J,
Guinness M. Typing and screening of blood
from intraosseous access. Ann Emerg Med
1992; 21 (4): 414-7.

4. Durrani UF, Ashraf M, Khalid A. Comparative
efficacy of detomidine and
detomidine-ketamine  cocktail in  quails.
Pakistan Vet J 2005; 25 (4): 197-9.

5. Durrani UF, Khan MA, Ahmad SS.
Comparative efficacy (sedative and
anaesthetic) of detomidine, ketamine and
detomidine-ketamine cocktail in pigeons
(Columba livia). Pakistan Vet J 2008; 28 (3):
115-8.

6. Durrani UF, Ashraf M, Khan MA. A
comparison of the clinical effects associated
with xylazine, ketamine, and a xylazine-
ketamine cocktail in pigeons (Columba livia),
Turk J Vet Anim Sci 2009; 33 (5): 413-7.

7. Eyarefe OD, Oguntoye CO. A randomized trial
of low-dose ketamine and lignocaine
infiltration for laparo-caecectomy in layer
chickens. Int J Anim Veter Adv 2012; 4 (4):
252-5.

8. Gandomania MJ, Tamadona A, Mehdizadehb
A, Attarana HR. Comparison of different
ketamine-xylazine combinations for prolonged
anaesthesia in budgerigars (Melopsittacus
undulatus). Vet Scan 2009; 4 (1): 21-3.

174

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Erciyes Univ Vet Fak Derg 11(3) 169-174, 2014

. Hartsfield SM. Advantages and guidelines for

using ketamine for induction of anesthesia. Vet
Clin North Am Small Anim Pract 1992; 22 (2):
266-7.

Kamiloglu A, Atalan G, Kamiloglu NN.
Comparison of intraosseous and
intramuscular drug administration for induction
of anesthesia in domestic pigeons. Res Vet
Sci 2008: 85: 171-5.

Maiti SK, Tiwary R, Vasan P, Dutta A.
Xylazine, diazepam and midazolam
premedicated ketamine anaesthesia in White
Leghorn cockerels for typhlectomy. S Afr Vet
Ver 2006; 77 (1): 12-8.

Moghadam AZ, Sadegh AB, Sharifi S,
Habibian S. Comparison of intranasal
administration of diazepam, midazolam and
xylazine in pigeons: Clinical evaluation. [JVST
2009; 1 (1): 19-26.

Sawyer RW, Bodai Bl, Blaisdell FW, McCourt
MM. The current status of intraosseous
infusion. J Am Coll Surg 1994; 179 (3): 353-
60.

Picollo C, Serra AJ, Levy RF, Antonio EL, dos
Santos L, Tucci PCF. Hemodynamic and
thermoregulatory effects of xylazine-ketamine
mixture persist even after the anesthetic stage
in rats. Arq Bras Med Vet Zootec 2012; 64 (4):
860-4.

Valverde A, Bienzle D, Smith D, Dyson DH,
Villiant AE. Intraosseous cannulation and drug
administration for induction of anaesthesia in
chickens. Vet Surg 1993; 22 (3): 240-4.

Yayla S, Kacar C, Kaya D, Merhan O, Aksoy
O, Kilic E, Kaya S. Clinical, biochemical and
hemodynamic effects of the intrathecal
ketamine for ovariohysterectomy in bitches.
Bull Vet Inst Pulawy 2012; 56 (3): 299-303.

Yayla S, Kilic E. The comparison of clinical,
histopathological and some hemodynamic
effects of spinal anesthesia applied in dogs
through bupivacaine HCI and ropivacaine HCI
in two different concentrations. Kafkas Univ
Vet Fak Derg 2010; 16 (5): 835-40.

Correspondence author:

Assist. Prof. Dr. Sadik YAYLA

Department of Surgery, Faculty of

Veterinary Medicine, University of Kafkas,

Kars, TURKEY,

+90 474 242 6807-5206

E-posta: sadikyayla@gmail.com



ERCIYES UNIVERSITESI VETERINER FAKULTESI DERGISI

Journal of Faculty of Veterinary Medicine, Erciyes University

Arastirma Makalesi / Research Article
11(3), 175-182, 2014

Sitcii ineklerde__KIasik Ovulasyon Senkronizasyonu Protokoliinde
Progesteron ve Ostrojen Uygulamalarinin Gebelik Oranlarina Etkisi

Seyit Sami KARYAGDI', Omer Orkun DEMIRAL?, Murat ABAY?
" Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Tokat Il Miidtirligi, Tokat-TURKIYE
2 Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Délerme, Suni Tohumlama ve Androloji Anabilim Dall, Kayseri—TURKiYE
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Ozet: Sunulan galismada, primipar ineklerde modifiye ovulasyon senkronizasyonu teknigi arastirildi. Calismada hay-
van materyali olarak 84 adet primipar holstein inek kullanildi. inekler rastgele olarak iki gruba ayrildi. Birinci gruptaki
(Grup 1-Kontrol, n=43) ineklerde klasik ovulasyon senkronizasyonu teknigi uygulandi. ikinci gruptaki biitiin hayvanlara
(Grup 2, n=41) 0. giin GnRH enjeksiyonu yapildi. ikinci giin éstrojen tableti gikarilmis progesteron releasing intravagi-
nal device (PRID) vaginaya takildi. Yedinci gin cikarildi ve hayvanlara PGF2a enjeksiyonu intramuskuler (IM) olarak
uygulandi. PRID'lerden ¢ikarilan &strojen tabletleri ¢galisma grubundaki hayvanlarin serviks'in 6n bélimune birakildi.
Dokuzuncu giin hayvanlara GnRH enjeksiyonu yapildi ve bu uygulamadan 16 saat sonra ineklere sabit zamanl olarak
tohumlama yapildi. Suni tohumlamadan iki giin sonra dokuz glin slresince hayvanlarin kendilerine ait PRID'ler intrava-
ginal takildi. Gebelik teshisleri, tohumlamadan 35 giin sonra transrektal ultrason muayenesi ile yapildi. Birinci ve ikinci
gruplarda gebelik oranlari sirasiyla % 44.2 ve % 58.5 (p>0.05) olarak tespit edildi. Sonug olarak; konu ile ilgili yeni ¢a-
lismalar yapilmasinin sigirlarda délveriminin artirlmasina katkida bulunacagi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: inek, Ovsynch, PRID

The Effect of Progesterone and Estrogen Applications in Classical Ovulation Synchronization
Protocol on Pregnancy Rates in Dairy Cows

Summary: In the present study, the effectiveness of a modified ovulation synchronization technique was investigated
in primiparous cows. In the study 84 primiparous Holstein cows were used as the animal material. Cows were
randomly divided into two groups. In the first group (Group 1-control, n=43) animals received the classic ovulation
synchronization procedure. In the second group (Group 2, n=41) a modified ovulation synchronization technique was
applied. All animals in second group were injected GnRH at day 0, fitted a modified (without the estradiol capsule)
PRID at day 2, removal of PRID and IM injection of PGF2a at day 7, second GnRH administration at day 9 and timed
artificial inseminations (TAIl) were applied 16 hours after the second GnRH injection. The removed PRIDs were fitted
the same animals again 2 days after the TAls for 9 days. Pregnancy diagnosis was conducted by transrectal
ultrasonography 35 days after the TAI. The pregnancy rates in first and second groups were detected as 44.2 % and
58.5 % respectively (p>0.05). Further studies are suggested to improve the reproductive traits in dairy cows.

Key Words: Cow, Ovsynch, PRID

ineklerde laktasyon, dogumla birlikte baglar. Yeni-
den gebe kalip dogum olmadikga st verimlerinde
azalma olur. Sigir yetistiriciliinde Uremenin verim-
liligi ve denetlenmesi bu sebeple buyuk énem ta-
sir. Normal sartlarda, ineklerin dogumdan sonra
tekrar Ostrus gosterip 80 - 85. gline kadar gebe
kalmalar istenir (9). Isletmelerde artan siit verimi
ile beraber fertilitede 6nemli distsler gdézlenmek-
tedir. Yuksek sut verimli ineklerde; dogum sonrasi

Giris

Hayvancilik isletmelerinde verimlilik, sit ve yavru
verimi ile dogru orantilidir. Verimin artiriimasi an-
cak Uremenin dizenlenmesi ve denetlenmesi ile

mumklndir. Sigir isletmelerinde yilda bir yavru
alinmasi temel hedeflerden biridir (11).
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anodstrus sekillenmesi gibi nedenlerden dolayi eko-
nomik zaman araliginda tohumlama gliglesmekte-
dir. Sutct ineklerin % 80’'inde dogum sonrasi ilk
ovulasyon 50 glin icerisinde gergeklesmekte, an-
cak bunlarin % 54-68i normal siklik faaliyetine
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devam edebilmektedir. Ostrus tespiti ve uygun
zaman araliginda tohumlama reproduktif perfor-
mans uzerine dogrudan etki gosterir (6).

isletmelerde reproduktif performansi etkileyen bir
diger neden de embriyonik kayiplardir. Son yillar-
da embriyonik 6limlerin hormon uygulamalari ile
engellenmesi Uzerine ¢ok sayida galisma yapil-
maktadir (11).

Sigir yetistiriciliginde dogru 6strus veya ovulasyon
senkronizasyonu isletme karliliginda énemli bir yer
tutmaktadir. ineklerde reproduktif verimliligi artir-
mak, Ostrus tespiti ve uygun zaman araliginda
tohumlama yapilabilmesi, dogum sonrasi gézlenen
andstrus sorunlarinin giderilmesi igin, 6strus veya
ovulasyon senkronizasyonlari teknikleri kullanil-
maktadir. Senkronizasyon ¢alismalarinin diger
faydalar arasinda uygulama kolayhgini saglamak,
insan kaynakl hatalari azaltmak ve iscilik maliyet-
lerini dlglirmek gibi faktérler bulunmaktadir. Ost-
rus senkronizasyonu uygulamalarinda &struslarin
ve/veya ovulasyonun tam saglanamamasi, ovulas-
yonun bir haftalik siireye yayilmasi gibi nedenlerin-
den dolayi istenilen gebelik oranlari elde edileme-
mektedir (12, 15). Ovulasyon senkronizasyonu
yontemleri ile follikller gelisim ve korpus luteumun
regresyonu senkronize edilerek 6strus belirtilerine
bakilmaksizin sabit zamanli tohumlamaya imkan
saglamak mumkin olabilmektedir. Ovulasyon za-
mani bilinen inek istenilen zaman diliminde tohum-
lanarak reproduktif verim icin gerekli gebelik orani
saglanabilecektir. Dogal siklusun taklit edilmeye
calisildigi bu protokollerde; progestagenler, pros-
taglandin (PG) F2a, gonodotropin salgilatici hor-
mon (GnRH), luteinlestirici hormon, follikdl uyarici
hormon, 6strojen gibi hormonlar kullaniimaktadir
(4, 23).

Sunulan bu ¢alismada; klasik ovulasyon senkroni-
zasyonu yontemlerine progesteron (P4) ve Ostro-
jen hormonu uygulamalarinin ovulasyon senkroni-
zasyonu ybnteminin gelistiriimesi ve dol verimine
etkisinin arastirilmasi hedeflendi.

Gereg ve Yontem

Calismanin yiuriitiildiagi yer, kullanilan hayvan
materyali ve beslenmesi

Bu calisma Tokat ilinde Kuzey 40° 22' 58" Dogu
36° 04' 43" koordinatlarindaki Kazova Vasfi Diren
Tarim Isletmesinde yapildi. Arastirmada genel
muayene sonunda saglikli oldugu belirlenen, do-
gum kayitlarina gére bir énceki dogumunu normal
gergeklestirmis, sut verimleri agisindan birbirine
yakin grupta ve postpartum en az 60 giin gegmis
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84 bas holstein irki primipar inek kullanildi. inekler
calisma slresi boyunca temiz ve havadar barinak-
larda barindirildi ve sirekli gezebilecekleri; hayvan
basina 16m? alana sahip olmalari saglandi. inekle-
re ¢calisma boyunca, % 18 ham protein ve 2700 m/
cal metabolik enerji icen bir 6rnek yemleme prog-
rami uygulandi. Hayvanlarin devaml temiz su kay-
nagina ad libitum sahip olmasi saglandi.

Calisma diizeni

isletmedeki sigirlarin "Westfalia surge dairyplan
C21, Germany" sigir takip sistemi ve pedometre
ile ginde ug¢ defa kizginlik, saglik ve verim durum-
lar takip edildi.

Calismaya alinan primipar sutgi ineklerden birinci
gruptaki hayvanlara (n=43) klasik ovulasyon senk-
ronizasyonu protokoli uygulandi. Bu amagla 0.
gin 100 pg GnRH (Gonadrenalin diasetat-
Overalin®, Ceva-Dif, Tirkiye) im olarak enjekte
edildi. Yedi gin sonra 500 ug PGF2a
(Kloprostenol-Reprodin®, Bayer, Tiirkiye) im olarak
yapildi. Tki giin sonra (9. giin) tekrar 100 yg GnRH
uygulandi. Hayvanlar son GnRH uygulamasindan
16 saat sonra isletme genetik programi dahilinde
bulunan dondurulmus boga spermalari ile sabit
zamanli olarak tohumlandi.

Calismaya alinan ikinci gruptaki hayvanlara (n=41)
0. gun 100 ug GnRH enjeksiyonu im olarak uygu-
landi. iki glin sonra dstrojen tableti ¢cikariimig 6st-
rojen tabletleri alinmis P4 salgilayan vaginal alet
(PRID®, Ceva-Dif, Tirkiye) uygulamasi yapildi.
Yedinci gin PRID c¢ikarildi ve ayni glin hayvanlara
500 ug PGF2a enjeksiyonu yapilarak ostrojen tab-
letleri hayvanlarda serviksin 6ntne birakildi. Hay-
vanlardan c¢ikarilan PRID’ler klorheksidin soltisyo-
nuyla yikandiktan sonra kurulandi ve her bir hay-
vandan ¢ikarilan PRID hayvan kipe numaralarina
gbre ayri ayri numaralandirilarak muhafaza edildi.
iki giin sonra (dokuzuncu giin) hayvanlara 100 pg
GnRH enjeksiyonu yapildi ve son GnRH uygula-
masindan 16 saat sonra hayvanlar isletme genetik
programi dahilinde bulunan dondurulmus boga
spermalari ile tohumlandi. Tohumlamadan iki gln
sonra calisma grubundaki hayvanlara o6strojen
tableti olmayan ve kendisinden ¢ikarilan PRID'ler
dokuz gun boyunca uygulandi. Suni tohumlama-
dan 11 giin sonra PRID'ler ¢ikarildi.

Suni tohumlamadan 35 giin sonra galismaya ali-
nan tim gruptaki hayvanlara ultrason ile gebelik
muayeneleri yapildi. Gebelik muayenelerinde Ag-
roscan marka ultrason (Agroscan A14, Fransa) ve
7.5 MHz rektal prob kullanildi.
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istatistiksel analiz

Calismada yapilan istatistiki analizlerde SPSS
14.1 (Serial Number: 9869264) paket programi
kullanildi (SPSS Inc. Chicago, IL). Gruplar arasin-
da gebelik ve Ostrus oranlarinin karsilastiriimasi
Pearson Ki-Kare testi ile yapildi.

Bulgular

Sunulan ¢alismada; suni tohumlamadan 35 gun
sonra elde edilen gebelik bulgular, Tablo 1’de
verilmistir.

Klasik ovulasyon senkronizasyonu yapilan kontrol
grubunda (Grup 1) 43 bas sigirdan 19’'unda gebe-
lik elde edilmistir. Gebelik orani % 44.2 olarak be-
lirlendi. Modifiye ovulasyon senkronizasyonu uygu-
lamasi yapilan galisma grubunda (Grup 2) tohum-
lanan 41 bas primipar inegin 24’linde gebelik tespit
edildi. Gebelik oranlari % 58.5 olarak belirlendi
(p>0.05).

S.S. KARYAGDI, 0.0. DEMIRAL, M. ABAY

Sunulan bu calismada tohumlama 6éncesinde ve
esnasinda kizginlik belirtileri gdsteren (vaginal
akinti, vaginal hiperemi, serviks acikligi, sutu
azaltma, durma, atlama, bagirma, hareketlilik)
sigirlarin orani Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 2'de gorildugu gibi tohumlama 6ncesinde
ve esnasinda hayvanlarda gbézlemlenen kizginlik
belirtilerinden her biri ayri ayri (+) veya (-) ile isa-
retlendi ve goézlemlenen belirtilerin hayvanlardaki
¢okluguna gore kizginlk teshisi konuldu. Calisma-
da kullanilan hayvanlardan kontrol grubunda (Grup
1) bulunan 43 inekten 25 tanesinde kizginlik belir-
tileri saptandi. Grup 1’de kizginlik gosterenlerin
orani % 58.1 olarak tespit edildi. Calisma grubun-
da (Grup 2) 41 inekten 31 tanesinde kizginlik belir-
tileri saptandi ve kizginlik belirtisi gdsterenlerin
orani % 75.6 olarak tespit edildi (p>0.05).

Tablo 1. Suni tohumlamadan sonra 35. gtin gebelik bulgular

Gruplar Gebe (+) Gebe (-)
n (%) n (%)
Grup 1 19(%44,2) 24 (%55.8)
Grup 2 24% (54.5) 17 (41.4)
Ki-kare degeri : 0.188 p>0.05
Tablo 2. Tohumlama esnasinda ve éncesi kizginlik bulgulari
Gruplar Ostrus (+) Ostrus (-)
n (%) n (%)
Grup 1 25 (%58.1) 18 (%41.9)
Grup 2 31 (%75.6) 10 (%24.4)

Ki-kare degeri : 0.09 p>0.05
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Tartisma ve Sonug

Sigir yetistiriciliginden istenen dizeyde verimin
alinabilmesi ve karlihgin surdurilebilmesi, yilda bir
buzagi elde edilebilmesine baghdir (9). Bunun igin
postpartum 80-85 gun igerisinde ineklerin gebe
birakilmalari gerekmektedir (24). Buradaki basari
ise belirli bir bekleme suresinden sonra ineklerin
dogal Ostrus, 6strus senkronizasyon ve ovulasyon
senkronizasyonu ile suni tohumlamaya elverisli
hale gelmesine baglidir. ineklerin dogum sonrasi
saglikh bir débnem gecirmeleri ekonomik buzagila-
ma araligi hedefinin yakalanmasinda 6nemli yer
tutmaktadir. Buyuk oranda, beslenme yetersizligi
ve yuksek slt verimi sebebiyle olusan hormonal
dengesizlikler nedeniyle Gstruslarin gorilememesi
(subodstrus) veya kisa sireli ve aralikh olmasi
(parasiklik Ostrus), Ostruslarin belirlenmesi konu-
sunda yetistiricileri sikintiya sokmaktadir. Bununla
birlikte digilerin seksuel aktiviteleri ve ovaryum
fonksiyonlari normal olsa dahi, sitglu surllerde
postpartum Ostruslarin yaklasik % 50’sinin Ostrus
takibi hatalarindan dolay! belirlenemedigi bildiril-
mistir (13, 14). Buzagilama araliginin bir giin bile
aksamasi isletme gelirlerinde inek basina gunlik
bes dolara yakin bir zarara neden olabilmektedir.
Bu nedenle dogru 6strus veya ovulasyon senkroni-
zasyonu inek yetistiriciliginde énemli bir ekonomik
kazang parametresidir (11, 14, 19).

Reproduktif performansin disik olmasinda en
blylk etmenlerden birisi de embriyonik kayiplar-
dir. Laktasyondaki sitcl ineklerde tohumlamayi
takip eden 27-45. ginlerde embriyo kaybi %21’e
kadar ulagabilmektedir (3, 8). Fekondasyonu takip
eden 24 gun icerisindeki kayiplar; erken embriyo-
nik kayip, 24. ginden sonraki kayiplar ise ge¢
embriyonik kayip olarak adlandirilmaktadir. Embri-
yo kaybinin énlenebilmesi i¢in tohumlamadan son-
ra P4 uygulamasi preimplantasyon donemde emb-
riyonun hayatta kalmasina yardimci oldugu ve
luteolisisi engelleyerek gebeligin devamini sagladi-
g1 bildirilmistir (3, 8).

Aksoy ve ark. (1) inek ve divelerde 6strus belirle-
me hatalari ve suni tohumlama uygulamasindaki
Oneminin arastirlmasi amaciyla karigik irk 107
sigir Uzerinde calisma yapmiglardir. Arastiricilar
calismalarinda, ostrusta oldugu iddiasi ile klinige
getirilen ve suni tohumlama yapilmak istenen hay-
vanlardan sadece % 52.3’Unun gergekten ostrusta
oldugunu % 47.7’sinin ise suni tohumlama yapila-
bilecek durumda olmadiklarini bildirmiglerdir. Su-
nulan ¢alismada senkronizasyon uygulanan inek-
lerden kontrol grubunda (Grup 1 n=43) %58.1 ca-
lisma grubunda ise (Grup 2 n=41) %75.6 kizginhk
oranlari ve gruplar arasinda %44.2 ve %58.5 ge-
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belik oranlar tespit edildi. Calismada elde edilen
bulgular sonucunda; ovulasyon senkronizasyonu
protokollerinin isletmelerde uygulanmasi ile islet-
melerdeki 6strus tespiti hatalarindan kaynaklanan
sorunlarin azalacagi, iscilik maliyetlerin azaltiima-
sina yardimci olacagi, bdylece zamansiz tohumla-
ma uygulamalarinin engellenmesi ile gebelik oran-
larinin ylkseltilerek isletme verimliliginin artirilaca-
g1 distnuldu.

Topaloglu ve ark. (21)nin ingiltere’deki siyah-
alaca sigirlarin dol verim 6zellikleri Uzerine yapmig
olduklar arastirmada isletmelerde bulunan hay-
vanlarda kizginhk takibi yapilarak elde edilen ge-
belik oranlarini 1. tohumlamada % 58.5 olarak
bildirmiglerdir. Ayni calismada igletmelerdeki do-
gum-gebe kalma arasindaki servis periyodu 112
gun olarak belirtilmistir. Sénmez ve ark. (17), inek-
lerde normal kizginlik belirtileri sonucu yapilan
suni tohumlamalar neticesinde elde edilen gebelik
oranlarinin tespitine yonelik yaptiklari galismalarin-
da % 65.4 gebelik orani bildirmiglerdir. Sunulan
calismada klasik ovulasyon senkronizasyonu uy-
gulanan grupta (Grup 1 n=43) gebelik orani
% 44.2 calisma grubunda (Grup 2 n=41) % 58.5
olarak tespit edildi. Grup 1’de tespit edilen gebelik
oranlarinin (% 44.2) diger calismalarda bildirilen
(17, 21) dogal kizginlik sonucu elde edilen gebelik
oranlarina gore diusik oldugu belirlendi. Kizginlik
takibi yapilarak tohumlanan ineklerin gebelik oran-
larinin, modifiye ovulasyon senkronizasyonu yapi-
lan Grup 2’de bulunan hayvanlardaki gebelik oran-
lariyla ise bazi ¢alismalar (21) ile birbirine yakin,
bazi ¢calismalardan ise dislk (17) oldugu goéruld.
Sunulan c¢alismada kullanilan modifiye ovulasyon
senkronizasyon tekniginin maliyetinin yuksek ol-
masina karsin, dogal kizginlik sonucu tohumlanan
hayvanlar ile yakin gebelik oranlarinin yakalanma-
sl, igletmelerdeki dogum-gebe kalma araliginin
kisaltilabilmesi, iscilik maliyetlerinin azaltiimasi,
kizginlik tespitindeki hatalardan kaynakli yanhg
tohumlamalarin engellenmesindeki katkilarindan
dolayi protokoliin igletmelerde kullaniimasinin rep-
roduktif verim ve isletme karliligi agisindan faydali
olabilecegi dusunuldu.

Sigircilik isletmelerinde dél verimi sorunlarin azal-
tilmasi ve reproduktif verimin artirilmasi amaciyla
yapilan Ostrus senkronizasyon protokollerinde
farkh arastiricilar tarafindan birgok ¢alisma yapil-
mistir. Ostrus senkronizasyonu amaciyla yapilan
calismalarda Semacan ve ark (16) gebelik oranla-
rint %50 olarak, Alagam ve ark. (2) tek doz PGF2a
uygulanan ineklerde % 57.1 ve 11 gun ara ile iki
doz PGF2a uygulanan ineklerde % 61.5 olarak,
Tek ve ark. (19) % 46.2 olarak bildirmislerdir. Su-
nulan g¢alismada klasik ovulasyon senkronizasyo-
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nu uygulanan kontrol grubunda % 44.2 gebelik
orani elde edildi. Ovulasyon senkronizasyonu ile
elde edilen sonuglarin 6strus senkronizasyonu
sonucunda elde edilen gebelik oranlarindan dusuk
olmasinin; sabit zamanli tohumlamadan kaynakla-
nabilecegi dusinuldi. Calisma grubunda elde edi-
len % 58.5 gebelik orani dstrus senkronizasyonu
uygulamasi yapilan ¢alismalarin bazilarindan yuk-
sek (16, 19) bazi calismalardan ise dusik (2) oldu-
gu goruldu. Modifiye ovulasyon senkronizasyonu
ile ovulasyon protokollerine dstrojen ve progeste-
ron takviyelerinin gebelik oranlarini artirdigi, 6strus
senkronizasyonlari sonucunda elde edilen gebelik
oranlarina yakin oranlar yakalanabilecegi goraldu.
Modifiye ovulasyon senkronizasyonu ile ovulasyon
senkronizasyon protokollerindeki sabit zamanli
tohumlamadan kaynaklanabilen dusik gebelik
oranlarinin engellenebilecegdi dusunuldu.

Vasconcelos ve ark. (22) siklusun 5-9. ve 17-21.
arasindaki gunleri arasindaki donemde basglatilan
ovulasyon senkronizasyon galismalari sonucunda
sirasi ile % 96 ve % 77’lik bir ovulasyon gercekle-
serek iki guin sonra yeni bir follikller dalganin bas-
ladigini bildirmislerdir. Calismada kullanilan sigir-
larin ultrasonografik muayenesi yapilarak ilk GnRH
uygulamasinin siklusun 5-9. veya 17-21. gunleri
arasinda durumunda PGF2a enjeksiyonuna cevap
verebilecek bir korpus luteum'a ve ikinci GnRH
enjeksiyonuna cevap verebilecek dominant folliki-
IUn varligina sahip olunmasi ile elde edilecek ge-
belik oranlari daha da artirilabilecektir. Senkroni-
zasyon uygulamalarina ultrasonografik muayene-
ler ile ovaryumlardaki follikiillerin gelisimlerine gére
baslaniimasi durumunda senkronizasyon calisma-
lar igin yapilan hormon uygulamalarina cevap
verebilecek follikuler ve luteal yapilarin orani artiri-
larak yuksek gebelik oranlari elde edilebilecegi ve
dodum gebe kalma aralidinin kisaltilarak isletme
karhhginin artirilabilecegi disinalda.

Bulbul ve ark. (5) siklusun farkli dénemlerinde bas-
latilan Ovsynch protokollnin etkisini arastirdiklari
calismalarinda Ostrus, met6strus, didstrus ve pro-
Ostrus donemlerinde sirasiyla % 58.3, % 44.4,
% 40, % 50 gebelik oranlari bildirmislerdir. Sunu-
lan calismada klasik ovulasyon senkronizasyonu
(Ovsynch) uygulanan kontrol grubunda % 44.2
gebelik orani tespit edildi. Calismamizda tespit
edilen sonuglar Bulbul ve ark. (5) bildirmis oldugu
klasik ovulasyon senkronizasyonu uygulanan
gruplardaki sonuglar arasinda metéstrus dénemin-
de baslanilan grup ile uyumlu, diéstrus déneminde
baslanilan gruba gore ylksek, 6strus ve prodstrus
doneminde baslanilan gruplara goére ise dusuk
oldugu goérildi. Calismamizda kullanilan ineklerin
gebelik sonuglarina bakildigi zaman senkronizas-
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yon uygulamasina baslama dénemlerinin metost-
rus ve didstrus donemlerine denk geldigi disundil-
da. Calisma grubunda tespit edilen % 58.5 gebelik
oranlari Bulbil ve ark. (5) bildirdigi sonuglara goére
yuksek bulundu. Calisma grubunda tespit edilen
gebelik oranlarinin, bildirilen (5) sonuglardan yuk-
sek olmasinda P4 uygulamasinin erken embriyo-
nik oélumleri engellemesinden kaynaklanabilecegi
disunuldd. Senkronizasyon uygulanacak ineklerin
siklus dénemleri belirlenerek hormon uygulamala-
rinin baslatiimasi durumunda elde edilecek gebelik
oranlarinin artirilabilecegi dusundlda.

Kasimanickam ve ark. (10) progesteron tabanl
Ovsynch ve Cosynch protokollerinin gebelige etki-
sini arastirdiklari ¢aligsmalarinda; Ovsynch ve
Cosynch protokollerinde ilk GnRH enjeksiyonu ve
PGF2a arasindaki dénemde hayvanlara CIDR
uygulamis ve Ovsynch-CIDR grubunda %54.4
Cosynch-CIDR grubunda ise % 52.2 gebelik orani
bildirmislerdir. Sunulan ¢alismadaki progesteron
hormonu uygulamasi yapilan Grup 2'de % 58.5
gebelik Kasimanickam ve ark. (10) bildirdigi sonug-
lardan yuksek, Grup 1’de elde edilen % 44.2 gebe-
lik orani ise disuk tespit edildi. Sunulan calisma ile
elde edilen sonuglar ve Kasimanickam ve ark. (9)
bildirdigi sonuglar karsilastirildigi zaman calisma
grubun da elde edilen gebelik oraninin ylksek
olmasinda; suni tohumlama sonrasi P4 uygulama-
sinin erken embriyonik 6lumleri engellemesinden
kaynaklanabilecegi dusindldid. Suni tohumlama
Oncesinde uygulanan dstrogen uygulamasinin ise;
kizginlik belirtilerinin artmasina ve tohumlama es-
nasinda uygulanan manipulasyonlari kolaylastir-
masina sagladigi olumlu katkilardan kaynaklanabi-
lecegi dusunildi. Klasik ovulasyon senkronizasyo-
nu yapilan Grup 1’de gebelik oranlarinin disik
olmasinda ise Kasimanicman ve ark. (10) yapmis
olduklari ¢alismada GnRH ve PGF2a uygulamalari
arasindaki dénemde P4 uygulamasinin, follikul
olusumunu homojenize ederek ikinci GnRH enjek-
siyonuna cevap verebilecek graaf follikil olusu-
munda ve ovulasyonlarin artmasindan kaynakla-
nabilecegi dusunildi.

Demiral ve ark. (7) dive ve multipar ineklerde
Cosynch prosedurinin etkinligini  arastirdiklari
calismalarinda diveler de % 51 multipar ineklerde
ise % 41 gebelik orani tespit etmisler, ayni calis-
mada diveler de Cosynch prosedurinin daha
etkin oldugunu bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada
klasik Ovsynch protokoli uygulanan inekler de
(Grup 1) % 44.2 modifiye ovulasyon senkronizas-
yonu yapilan ineklerde ise (Grup 2) % 58.5 gebelik
orani tespit edildi. Ovsynch protokoli uygulanan
kontrol grubun da (Grup 1) tespit edilen gebelik
oranlari Demiral ve ark. (7) bildirdigi ¢calismadaki
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gebelik oranlarina gore yiiksek bulundu. ineklerde
Ovsynch protokoltiniin Cosynch protokoliine gére
gebelik oranlarinda daha etkin olabilecegi disunul-
diu. Modifiye ovulasyon senkronizasyon protoko-
linde elde edilen % 58.5 gebelik orani, Demiral ve
ark. (7) tarafindan bildirilen galismada elde edilen
sonuglardan yuksek bulundu. Sunulan galismada
senkronizasyon protokoliinde kullanilan P4 ve
Ostrojen uygulamasinin; erken embriyonik kayipla-
rin engellenmesinde, 6strus belirleme ve tohumla-
ma esnasindaki uygulama rahathdina sagladigi
katkilardan dolayr ovulasyon senkronizasyonu
yontemlerinde elde edilen gebelik oranlarini sayi-
sal olarak artirdigi, dogum gebe kalma araliginin
kisaltiimasina ve hayvan takibi hatalarindan kay-
naklanan sorunlari azaltarak isletme karliligi artira-
cagi i¢in faydali olacagi diistinuldi.

Mialot ve ark. (12) Ovysnch ve progesteron tabanli
ovulasyon senkronizasyonu caligmalarinda birinci
gruba klasik ovulasyon senkronizasyonu uygula-
miglar ve bu gruptaki hayvanlarda % 46.3 gebelik
orani bildirmislerdir. Ikinci grup'a PRID+PGF2a+
eCG enjeksiyonlari ile ovulasyon senkronizasyonu
uygulanmis ve %53.8 gebelik orani tespit etmigler-
dir. Sunulan calismada tespit edilen % 44.2 ve
% 58.5 gebelik oranlari ile karsilastirimasinda; P4
uygulanan ¢alisma grubundaki ineklerde elde edi-
len gebelik oraninin yuksek olmasi, tohumlama
sonrasi PRID uygulamasinin erken embriyonik
Olumleri engellemesinden kaynaklanabilecedi du-
stndldi. Sunulan galismada kontrol grubu olan
klasik ovulasyon senkronizasyonu yapilan inekler-
den elde edilen gebelik oranlarinin ise (% 44.2)
Mialot ve ark. (12) yapmis oldugu calisma ile
uyumlu oldugu goéruldu.

Bridges ve ark. (4) ik GnRH enjeksiyonu PGF2a
enjeksiyonu arasindaki bes ginlik ve yedi gunlik
P4 uygulamasi yapilan ovulasyon senkronizasyon-
lar arasinda karsilastirma amaciyla yapilan calis-
masinda % 46.8 gebelik orani bildiriimislerdir. Ayni
¢alismada P4 uygulamasinin PGF2a enjeksiyonu
Oncesinde bes veya yedi gun kalmasi arasinda
fark olmadigi belirtilmistir. Sunulan c¢alismada
GnRH enjeksiyonundan iki giin sonra PRID uygu-
lamasi yapilmis ve bes gun kaldiktan sonra ¢ikaril-
mistir. Elde edilen % 58.5 gebelik oraninin Bridges
ve ark. (4) bildirdikleri gebelik oranindan (% 46.8)
yuksek olmasinda tohumlama sonrasi P4 uygula-
masinin erken embriyonik 6limu azaltmasindan
ve kullanilan intravaginal 6strojen tabletinin hay-
vanlarda goézlemlenen kizginlik belirtilerini kuvvet-
lendirmesinden kaynaklanabilecegdi disunuldi.

Sunulan ¢alismada PGF2a enjeksiyonu esnasinda
hayvanlara intraservikal uygulanan dstrojen tableti;
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senkronizasyon sonrasi ineklerde gorilecek olan
Ostrus belirtilerinin daha belirgin hale getiriimesi
igin kullanildi. Mialot ve ark. (12) yapmis oldugu
calismada; tohumlama 6ncesinde uygulanan eCG
sonucunda duvelerin % 76'sinda kizginlik belirtileri
tespit edilmistir. Sunulan bu calismada intraservi-
cal Ostrojen tableti uygulanan gruptaki ineklerde
(n=41) o&strus belirtisi kuvvetli olan hayvanlarin
orani (41/31) % 75.6 olarak belirlendi. Sunulan
calismada elde edilen sonuglar Mialot ve ark (12)
yapmis oldugu calisma ile uyumluluk gosterdigi
goruldu. Ovulasyon senkronizasyonu ¢alismalarin-
da O6strojen hormonu uygulanmasinin kizginlik
tespitine yardimci oldugu ve suni tohumlama es-
nasindaki manipulasyonlara kolaylik sagladigi
goruldu. Calisma grubunda (Grup 2) elde edilen
% 58.5 gebelik oraninin kontrol grubundaki (Grup
1) gebelik oranina gore yiksek olmasi senkroni-
zasyon calismasinda kullanilan eksojen &strojen
uygulamasinin suni tohumlama esnasindaki mani-
pulasyonlara sagladigi kolayliktan da kaynaklana-
bilecegi dusunuldu.

Stevenson ve ark. (18) yapmis oldugu galismada
klasik ovulasyon senkronizasyonu ve 6strojen hor-
mon takviyeli ovulasyon senkronizasyonu uygula-
nan gruplarda 6strus belirtisi gosteren hayvanlarin
oranlarini sirasiyla % 54 ve % 87 bulmuslardir.
Sunulan bu g¢alismada klasik ovulasyon senkroni-
zasyon uygulamasi yapilan grupta % 58.1 ¢alisma
grubunda ise % 75.6 bulundu. Sonuglar karsilasti-
rildigi zaman klasik ovulasyon senkronizasyonu
yapilan gruplarda birbirine yakin kizginhk tespiti
yapildigi ve sonuglarin uyumlu oldugu gorilda.
Ostrojen uygulanan grupta ise sayisal olarak daha
dusuk kizginlik tespiti yapildigi goruldi. Elde edi-
len sonuglar; ovulasyon senkronizasyonunda ek-
sojen &strojenin uygulamasinin enjeksiyon tarzin-
da yapiimasinin kizginhk tespitlerinde daha iyi
sonug verebilecegi dusunuldi.

Alnimer ve ark. (3) yaptiklar ¢alismada ovulasyon
senkronizasyonu uyguladiklar hayvanlarda erken
embriyonik 6limleri engellemek igin tohumlama-
dan sonra 14. gin PRID takmiglar ve yedi gin
bekledikten sonra 21. gin cikartilmiglardir. To-
humlamadan 28 gin sonra yapilan ultrasonogafi
muayenesinde % 53.9 gebelik orani bulmuslardir.
Sunulan calismada 35. gin elde edilen % 58.5
gebelik orani Alnimer ve ark. (3) yapmis oldugu
calismadan yiksek bulundu, Sunulan g¢alismada
elde edilen sonuglarin Alnimer ve ark. (3) yapmis
oldugu calismadan yilksek bulunmasinda; suni
tohumlamadan iki giin sonra yapilan dokuz gunlik
PRID uygulamasinin preimplantasyon dénemde
meydana gelen erken embriyonik dlimleri engelle-
mesinden kaynaklanabilecegi dusunuldu.
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Sonug olarak; modifiye ovulasyon senkronizasyo-
nu protokolliniin etkinliginin arastirildigi ¢alismada
elde edilen gebelik oranlarini 1s1ginda; ovulasyon
senkronizasyonu protokollerine P4 ve O&strojen
takviyesinin gebelik oranlarini klasik ovulasyon
senkronizasyonlarina goére sayisal olarak artirdigi
tespit edildi. Modifiye ovulasyon senkronizasyonu
protokolinin dogum gebe kalma araligini kisalta-
bileceginden dolay! igletmelerde ekonomik kazang
saglayabilecegi disunildi. Calismada uygulanan
yontemin gelistiriimesi igin yeni ¢alismalarin yapil-
masinin faydali olacagi kanaatine varildi. Sunulan
calismada denek sayisinin disiik olmasindan do-
layi konu ile ilgili yeni ¢alismalarda sonuglarin an-
lamli olabilmesi i¢in sayinin artinimasinin uygun
olacagi dusinalda.
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Ozet: Sunulan galismada; Holstayn irki ineklerde uzun ve kisa etkili GnRH analoglarinin kullaniimasi ile uygulanan
Select-synch protokoliiniin gebelik oranlarina etkisi arastirildi. Calismada hayvan materyali olarak 40 bas inek kullanil-
di ve inekler rastgele iki gruba ayrildi. Birinci ve ikinci gruptaki hayvanlara 0. glin sirasiyla lesirelin asetat ve gonado-
relin diasetat uygulandi. Caligsmaya alinan tum hayvanlara 7. giin prostaglandin (PG) F2a enjeksiyonu yapildi. Prostag-
landin F2a enjeksiyonundan 24 saat sonra, Ostrus belirtileri deneyimli veteriner teknikerleri tarafindan gézlemleme
yapilarak belirlendi. Ostrus gésteren inekler belirtilerin gériilmesinden 12 saat sonra tohumlandi. Calismadaki hayvan-
lara ovaryel yapilarin belirlenmesi amaciyla 0. ve 7. gunlerde ve tohumlama zamaninda transrektal ultrasonografi (5
MHz) uygulandi. Grup 1 ve 2’de sirasiyla toplam 12 ve 10 hayvan Ostrus gozlemi yapilarak rekto-vaginal yontemle
tohumlandi. Uygulamanin 9. giiniinde tohumlanan hayvanlarda Grup 1 ve 2’deki gebelik oranlari sirasiyla % 50 (4/8)
ve % 25 (2/8) olarak tespit edildi (p>0.05). Sonug olarak, bu ¢alismada ineklerde Select-synch protokoliinde uzun etkili
GnRH analoglarinin kullaniminin, kisa etkili GnRH analoglarindan daha etkili oldugu kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: inek, gebelik orani, kisa ve uzun etkili GnRH, Select-synch

The Effect of Long and Short Acting GnRH Analogues Applications on Fertility in Select-synch
Protocol Applied Dairy Cows

Summary: In the present study, the effects of long and short acting GnRH analogues in Select-synch protocol on
pregnancy rates in Holstein cows were investigated. Forty cows were used and divided into two groups randomly
(n=20). In the first and second groups, animals received lecirelin acetate and gonadorelin diacetate, respectively at
day 0 and 7, all animals were injected Prostaglandin (PG) F2a. Estrus behaviors were detected by experienced
veterinarian technicians conducting visual inspections 24 hours after PGF2a injections. Cows detected in estrus were
inseminated 12 hours after the detection. Ultrasonography was performed by transrectal route (5 MHz) at day 0, 7 and
insemination time to determine the ovarian structure of the animals. In Group 1 and 2, in total, 12 and 10 animals
respectively were inseminated using recto-vaginal technique after the detection of estrus. The pregnancy rates in the
animals inseminated at day 9 in Group 1 and 2 were detected as 50% (4/8) and 25% (2/8), respectively (p>0.05). As a
result, in this study, long acting GnRH analogues were found more effective than short acting GnRH analogues in
Select-synch protocol in dairy cows.

Key Words: Cow, pregnancy rate, Select-synch, short and long action GnRH

Giris teknolojisi sayesinde insanlarin arz ve talebine
uygun et ve st urdnlerinin gesitienmesi, hayvanci-

Ulkemizde hayvancilik sektort, ekonomik olarak ligin gelismesini zorlamaktadir.

dnemli bir konuma sahiptir. insanin fizyolojik ba-
kimdan ihtiya¢ duydugu proteinin buytk bir kismi
hayvansal Urinler ile karsilanmaktadir. Dinya nu-
fusunun artmasina paralel olarak, hayvansal urin-
lere olan ihtiya¢ da artmaktadir. Glinimizde gida

Ulkemizde st Gretiminin % 80’i ve kirmizi et Ureti-
minin % 70’i sigirlardan saglanmaktadir. Sigirin
kolay yonetilmesi, ¢ok farkh iklim kosullarina ve
yetistirme sistemlerine uymadaki Ustunligi ile
entansif Uretime yatkin olmasi; glinimuzde sigir

yetistiriciligine olan talebi artirmaktadir.
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* Bu galisma ayni isimli YUksek Lisans tezinden 6zetlenmis ve
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raberinde birgok Ureme ve saglik problemini getir-
mektedir. Ureme faaliyetlerinde meydana gelen
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aksakliklar, isletmelerde karlihgi olumsuz yonde
etkilemektedir.

Sut ve yavru veriminin dizenlenmesi ve artiriimasi
ancak kontrolli treme ile mimkindur. Son yillarda
sutgl ineklerde Uremenin duzenlenmesi ile ilgili
birgok calisma yapilmaktadir. Ostrus siklusunun
dizenlemesi ineklerde Gremenin denetlenmesinde
cok onemli yer tutmaktadir. Bu amagla yapilan
Ostrus senkronizasyonu, dstrusun ve suni tohumla-
manin istenilen zamana goére planlanmasi islemi-
dir. Ostrus senkronizasyonunda prostaglandin
(PG)'ler ve progesteron (P4) iceren spiral ve imp-
lantlar kullaniimaktadir (14). Senkronizasyon yon-
temlerinde kullanilan PGF2a ovaryumlarda aktif
korpus luteum (CL)'un bulunmasi halinde -etkili
olabilmekte fakat folliktler gelisimi senkronize ede-
memektedir. Bununla birlikte progestagenler siitgu
ineklerde didstrus suresi kadar uygulanmaktadir.
Ostruslar, genellikle PG ve prostagenlerin uygula-
ma bitiminden iki-U¢ gln sonra sekillenmektedir.
Yapilan tim Ostrus senkronizasyonu uygulamalari
neticesinde kizginliklarin genis bir siirece dagilma-
sl, gerek dolverimi idaresi, gerekse suni tohumla-
ma uygulamalari yéninden daha ¢ok is ve zaman
gerektirmektedir. Bu olumsuzluklarin giderilebilme-
si icin yapilan bazi ¢alismalarla, sidirlarda ovulas-
yonlarin istenilen zamana gore planlanmasi iglemi-
ne dayanan ovulasyon senkronizasyonu yontemle-
ri gelistirilmistir (5, 13). Bu yontemler Gonadotropin
Releasing Hormon (GnRH) ve PGF2a hormon
uygulamalarini iceren; Ovsynch, Cosynch,
Presynch ve Select-synch ile GnRH yerine Ostra-
diol esterlerinin uygulanmasindan ibaret He-
atsynch protokolini icermektedir (2, 5).

Ovsynch ve Cosynch protokollerinin laktasyondaki
ineklere uygulanmasi halinde olumlu sonuglarin
alindigi fakat anilan protokollerin diive ve andst-
ruslu ineklerde etkin yontemler olmadigi bildiril-
mektedir (5, 10). Dive ve andstruslu ineklerde
follikiler dalganin tutarsiz olmasi ve CL’nin
PGF2a’ya duyarsizligi bu durumun nedeni olarak
goOsterilmektedir. Bununla birlikte  Ovsynch,
Cosynch, Heatsynch ve Presynch protokollerinde
uygulanan hormon sayisinin fazlaligi isletme gi-
derlerinin artmasina neden olmaktadir. Ayrica bu
dort protokolde sabit zamanh tohumla yapilmasi,
dolveriminin dismesine neden olabilmektedir. Ani-
lan olumsuzluklarin aksine Select-synch protoko-
Iinde daha az hormonun kullanilmasina bagl ola-
rak maliyetlerin disuk olmasi ile 6strus takibi ne-
deniyle daha yuksek doélveriminin elde edilecek
olmasi, bu ydntemin digerlerine gére daha avantaj-
Il oldugunu distindirmektedir.
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Sunulan bu calisma ile sitcl ineklerde Select-
synch yoénteminin etkinliginin gelistiriimesi amag-
lanmistir. Daha c¢ok etci sigirlarda denenmis olan
bu yoéntemin sutcl irklarda denenmesi, bu c¢alis-
manin orijinalligi agisindan 6nem arz etmektedir.

Gereg ve Yontem
Hayvanlarin Se¢imi, Bakim ve Beslenmesi

Calisma Kayseri ilinde bulunan bir st isletmesin-
de yapildi. Hayvan materyali olarak Holstein irki,
en az bir dogum yapmis, herhangi bir reproduktif
sorunu olmayan 40 bas inek kullanildi. Tim hay-
vanlar uygun konsantrasyonlarda misir silaji, yon-
ca ve konsantre yemle beslendi. Su ad libitum
saglandi.

Hayvanlarin Gruplara Ayriimasi ve
Uygulanan Iglemler

Calismada kullanilan hayvanlar her bir grupta 20
hayvan olacak sekilde, rastgele Grup1 ve Grup 2
olmak uzere iki gruba ayrildi.

Birinci grup hayvanlara 0. guin, uzun etkili bir
GnRH analogu olan Lesirelin asetat (Dalmarelin,
Vetas, Turkiye) etken maddesi iceren preparat 50
Mg dozda, kas igi (IM) olarak enjekte edildi. Yedinci
gin ayni hayvanlara PGF2a (Cloprostenol, Jura-
mate, Egevet, Tirkiye) im uygulandi. Prostaglan-
din F2a uygulamasindan sonra 24, 48 ve 72. saat-
lerde hayvanlar ultrasonografi, rektal palpasyon ve
klinik gbzlem (guinde 3 kez) ile dstrus takibi yapildi.
Bu slreg igerisinde Ostrusta oldugu belirlenen ve
saglikh olan hayvanlar tohumlandi.

ikinci grup hayvanlara 0. giin Gonadorelin diasetat
(Ovarelin, Cevadif, Turkiye) etken maddesi iceren
preparat 100 ug dozda, IM olarak enjekte edildi.
Yedinci gun ayni hayvanlara PGF2a
(Cloprostenol, Juramate, Egevet, Turkiye) IM uy-
gulandi. Prostaglandin F2a uygulamasindan sonra
24, 48 ve 72. saatlerde hayvanlar ultrasonografi,
rektal palpasyon ve klinik gézlem ile 6strus takibi
yapildi. Bu slreg igerisinde 6strusta oldugu belirle-
nen ve saglikli olan hayvanlar tohumlandi.

Hayvanlarin Tohumlanmasi

Hayvanlarin tohumlanmasi amaciyla ¢iftlik genetik
stratejisine uygun olarak belirlenen tek bir bogaya
ait dondurulmus ¢o6zdirilmis sperma ile rekto-
vaginal yontem kullanilarak yapildi.
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Gebelik Muayenesi

Tohumlamalardan 30 glin sonra hayvanlarin gebe-
likleri transrektal ultrasonografi (Honda Hs-1500, 5
MHz, Japan) ile belirlendi ve kayit altina alindi.

istatistiksel Analiz

Calismada yapilan istatistiki analizlerde SPSS
14.1 (Serial Number: 9869264) paket programi
kullanildi (SPSS Inc. Chicago, IL). Gruplar arasin-
da elde edilen dolverimi Ozelliklerinin karsilastiril-
masi Fischer Exact testi testi ile yapildi.

Bulgular

Calismada; birinci GnRH uygulamalari esnasinda
yapilan ultrasonografik muayenelerde (0. Gun),
Grup 1'de sekiz hayvan CL pozitif iken; Grup 2'de
dort hayvan CL pozitif olarak belirlendi. Grup 1 ve
2'de, PGF2a uygulamalari esnasinda (yedinci

Tablo 1. Uygulama gruplarinda elde edilen veriler

F. IPEK, ©.0. DEMIRAL, M. ABAY

glin) CL pozitif olan hayvan sayilari sirasiyla 18 ve
16 olarak belirlendi. Prostaglandin F2a uygulama-
sindan sonra yapilan Ostrus takibi ile dokuzuncu
gun o6strusta olan hayvan sayilari her iki grupta da
sekiz olarak belirlendi. Onuncu gin de, Grup 1 ve
2'de Ostrus gosteren hayvan sayilar dort ve iki
olarak belirlendi.

Yapilan gebelik muayenelerinde ise, dokuzuncu
gunde 6strus gosteren ve tohumlanan hayvanlarda
birinci ve ikinci gruplarda elde edilen gebelik oran-
lari sirasiyla % 50 ve % 25 olarak belirlendi. Onun-
cu gin ostrus gOsteren ve tohumlanan hayvanlar-
da ise gebelik tespit edilemedi.

Calisma sonunda elde edilen bulgular Tablo 1'de
gosterilmistir.

istatistik Onem

Grup 1 Grup 2 Kontrolii
o, 0,
n (%) n (%) (Fisher Exact Test)
Birinci GnRH CL(+) 8 (40) 4 (20)
uygulamasi p>0.05
(0. guin) CL(-) 12 (60) 16 (80)
PGF2a CL(+) 18 (90) 16 (80)
Uygulamasi p>0.05
(7. gtn) CL(-) 2(10) 4 (20)
Dokuzuncu giin Var 8 (40) 8 (40)
Ostrus durumu p>0.05
Yok 12 (60) 12 (60)
Onuncu giin Var 4 (20) 2 (10)
Ostrus durumu p>0.05
Yok 16 (80) 18 (90)
Dokuzuncu giinde + 4 (50) 2 (25)
tohumlanan p>0.05
hayvanlarda gebelik - 4 (50) 6 (75)
Onuncu giinde + 0(0) 0 (0)
tohumlanan p>0.05
hayvanlarda gebelik - 4 (100) 2 (100)
+ 4 (20) 2(10)
Toplam gebelik p>0.05
- 16 (80) 18 (90)
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Tartisma ve Sonug

Ovulasyon senkronizasyon yodntemlerinin temeli
Ovsynch protokoludir. Postpartum 60-100. glnler
arasinda bu dénemi uzatmamak ve tim hayvanla-
rin ayni anda tohumlanabilmesi amaciyla uygula-
nan bir ydntemdir (9). Cosynch, Heatsynch ve Se-
lect-synch, Presynch protokolleri Ovsynch prose-
dirinin modifiye edilmesiyle ortaya c¢ikmigstir.
Cosynch ve Ovsynch protokolleri dstrus gézlemle-
meyi gerektirmeyen programlardir (6, 7, 8, 10, 14,
16, 19).

Calismada uygulanan Select-synch protokolu ise
Ovsynch protokolinin modifiye bir cesidi olup,
basit ve kisa slre igerisinde Ostrus olusumunu
saglayan bir yontemdir (1, 5). Bu protokolde ikinci
GnRH enjeksiyonu yapilmamakta, ostrus tespiti ve
suni tohumlama birlestirilerek sadece 6strus goste-
ren inekler tohumlanmaktadir (5, 14). Protokolde
ikinci GnRH enjeksiyonu yapilmadigindan, ilag
maliyeti dismekte ancak oOstruslarin gézlenmesi
icin zaman harcamayi gerektirmektedir (20).

Le Blanch ve ark. (11), Holstein ve Jersey irki, 348
bas sutcl inekte yaptiklari bir calismada; Grup 1
ve kontrol gurubunda 6strus tespit oranlarini sira-
siyla % 78 ve % 77.1; gebelik oranlarini ise sira-
siyla % 28.9 ve % 27.4 olarak bildirmigler. Bununla
birlikte, sonug olarak, 14 giin araliklarla uygulanan
PG enjeksiyonlari arasina GnRH enjeksiyonun
ilave edilmesiyle, 6strus tespit oranlarinda ve ge-
belik oranlarinda kayda deger bir artisin olmadigi-
ni bildirmiglerdir. Sunulan g¢alismada ise Ostrus
gOsterme oranlari birinci ve ikinci grup hayvanlar-
da sirasiyla % 60 ve % 50 olarak belirlendi. Ostrus
gOsteren hayvanlarin tohumlanmasi sonucunda
ise tohumlanan hayvanlarda gebelik oranlari
% 33.3 ve % 20 olarak belirlendi. iki galisma ara-
sinda elde edilen gebelik oranlarinin uyum icerisin-
de oldugu disinildi. Ostrus gdsterme oranlari
karsilastiriidiginda ise Le Blanch ve ark. (11)'nin
elde ettikleri sonuglarin sunulan g¢alismadan daha
yuksek oldugu gorildu. Bu fark incelendiginde Le
Blanch ve ark. (11)'nin yaptiklari ¢alismada Ostrus
gosteren ve tohumlanan hayvanlarda elde ettikleri
gebelik oranlarinin sunulan ¢alismaya oranla daha
dusuk oldugu kanaatine varildi. Calismalar arasin-
daki bu farkin kullanilan GnRH analoglarinin farkli
olmasindan, hayvanlarin bakim ve beslenme prog-
ramlarinin farkh olmasindan kaynaklanabilecegi
dasinulda.

Tek ve ark. (17) ise sutcl ineklerde postpartum 35
-45. gunlerde GnRH+ PGF2a ve hCG+ PGF2a
uygulamalarinin dstrus gosterme ve fertilite Uzeri-
ne etkilerini arastirdiklari bir ¢alismalarinda; Ug-
yedi yas arasinda bulunan 117 adet Holstein irki
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inekten U¢ Grup olusturmus. Grup 1’e 0. gtin 2000
IU hCG im, yedinci giin 500 pg Cloprostenol Na im
ve 9. glin 12.6 yg Buserelin asetat im; Grup Il'ye 0.
guin 12.6 pg Buserelin asetat im, yedinci gin 500
Mg Cloprostenol Na im ve dokuzuncu gun 2000 U
hCG im enjekte edilmis ve enjeksiyon sonrasi 12
ve 24. saatlerde ineklere suni tohumlama uygulan-
mis. Grup lll'e 11 giin arayla 500 ug Cloprostenol
Na im enjekte edilmis ve enjeksiyonu miteakip 60
ve 84. saatlerde ineklere suni tohumlama uygulan-
mis. Grup | ile ll'ye 9. gin ve Grup lll'e ikinci Clop-
rostenol Na enjeksiyonundan 48 saat sonra, trans-
rektal ultrasonografik muayene yapilarak ovaryum-
larda bulunan follikillerin ¢aplarn olgilmustir. Ge-
belik kontrolleri, ultrasonografi teknigi kullanilarak
suni tohumlamadan sonraki 28. ve 55. gunlerde
yapilmistir. Neticede, Grup I, Il ve lll'de dominant
follikilin >10mm olma oranlarnnin sirasiyla
% 82.1, 87.2, 79.5; 28; 55 glinler arasi embriyonik
Olum oranlarinin sirasiyla % 11.5, 9.5, 11.1; 28.
guinde gebelik oranlarinin sirasiyla % 66.6, 53.8,
46.2; 55. gunde ise gebelik oranlarinin sirasiyla
% 58.9, 48.7, 41.1; 28. glinde dominant follikllll
ineklerin gebelik oranlarinin sirasiyla % 81.2, 61.8,
58.1; 55. giinde dominant follikiilli ineklerin gebe-
lik oranlarinin sirasiyla % 71.8, 55.9, 51.6 oldugu
tespit edilmistir. Sonug olarak; tohumlama 6ncesi
ovulasyonu ve gebeligi garanti altina almak ama-
ciyla uygulanan GnRH'nin hCG hormonuna ben-
zer sonuglar verdigi ancak, tohumlama 6ncesi hor-
mon uygulanmayan ugtincu gruba kiyasla birinci
Grup lehine istatiksel olarak daha yuksek gebelik
oranlarinin elde edildigi, ineklerde tohumlama 6n-
cesi GnRH hormonunun kullaniimasinin gebelik
oranlarini artirdigini bildirmislerdir. Sunulan calis-
mada ise Ostrus gosteren hayvanlarin tohumlan-
masi sonucunda ise tohumlanan hayvanlarda ge-
belik oranlari % 33.3 ve % 20 olarak belirlendi.
Calismaya alinan hayvanlarin tamami degerlendi-
rildiginde ise gebelik oranlari birinci ve ikinci grup
hayvanlarda sirasiyla % 20 ve % 10 olarak belir-
lenmistir. Tek ve ark. (17)'nin elde ettikleri gebelik
oranlarinin sunulan ¢alismaya oranla yuksek oldu-
du disunuldid. Tek ve ark. (17) ovulasyon senkro-
nizasyonu amaciyla farkli ovulatér ajanlari kullan-
diklart bu g¢alismalarinda elde ettikleri gebelik
oranlarinin dstrus senkronizasyonu yaptiklari gru-
ba oranla daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Ostrus senkronizasyonu ile elde edilen gebelik
oranlarinin dislik olmasinin nedeninin sabit za-
manli tohumlama yapilmasindan kaynaklandigi
disinildd. Buna ragmen sunulan ¢alismaya oran-
la elde edilen gebelik oranlarinin daha yiksek ol-
masinin nedeni olarak uygulanan ovulasyon senk-
ronizasyonu ve sabit zamanli tohumlama uygula-
malarinin farkli olmasindan kaynaklandigi disu-
naldu.
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Pursley ve ark. (12), 13-23 aylik 155 bas sutcu
dive ve postpartum 60-289. ginlerde laktasyon
doéneminde bulunan 310 bas primipar ve multipar
sutcl inekten esit sayida iki grup olusturmus. Birin-
ci guruba Ovsynch protokoll tatbik edilmis ve bu
dogdrultuda ilk giin 100 pg im GnRH, yedi gliin son-
ra 25 mg im PGF2a, 30-36 saat sonra ikinci kez
ayni dozda GnRH enjeksiyonu ve 16-20 saat son-
ra suni tohumlama uygulanmis. Kontrol gurubunda
ise 14 gun arayla u¢ kez 25 mg im PGF2a enjeksi-
yonu uygulanmig ve uygulamanin baglatiimasin-
dan itibaren PGF2a enjeksiyondan sonraki Gg¢lncu
gune kadar, ginde iki kez Ostrus takibi yapilan
inek ve divelerden O6strus belirtisi gosterenlere,
Ostrus baslangicindan 12 saat sonra; Ostrus belirti-
si gostermeyenlere de PGF2a enjeksiyonu mutea-
kip 72-80. saatler arasinda sabit zamanl suni to-
humlama uygulanmistir. inek ve diivelerde ultraso-
nografi teknigi ve rektal palpasyon ile sirasiyla suni
tohumlama uygulandiktan 25-30. ve 35-49. gunler
arasinda yaptiklari gebelik muayeneleri sonucun-
da gebelik oranlarini; kontrol ve Ovsynch protokolu
uygulanan gruplarda ortalama gebelik oranlarinin
ineklerde sirasiyla % 38.9, 37.8, divelerde sirasiy-
la % 74.4 ve 35.1 olarak bildirmiglerdir. Ovulasyon
senkronizasyonu ve 0&strus senkronizasyonu ile
elde edilen gebelik oranlarinda fark oldugunu bu
farkin 6strus senkronizasyonu yoninde pozitif ol-
dugunu bildirmislerdir. Sunulan ¢alisma ile elde
edilen gebelik oranlarinin Pursley ve ark. (12)'nin
calismalarinda dulvelerde elde edilen oranlarla
uyum icerisinde oldugu ancak ineklerde elde edi-
len oranlardan disik oldugu kanaatine varildi.
Calismalar arasindaki gebelik oranlarinin farkl
olmasinin uygulanan teknik, hayvanlarin verim
yonu ve Ureme potansiyellerinden kaynaklanabile-
cegi dusunuldu.

Buna benzer sekilde; Pursley ve ark. (13), post-
partum 40-48. gunlerde bulunan Holstein irki pri-
mipar ve multipar 321 bas laktasyondaki, sutgu
inekten iki grup olusturmus; birinci guruba
Ovsynch protokolu tatbik edilmis ve bu dogrultuda
100 pug GnRH, 35 mg PGF2a, 100 uyg GnRH sira-
siyla yedi ve iki giin araliklarla IM olarak enjekte
edilmis, ikinci GnRH enjeksiyonundan 20-24 saat
suni tohumlama uygulanmigtir. Kontrol gurubuna
ise tipik PGF2a enjeksiyon uygulamalari tatbik
edilmig, enjeksiyonlardan sonra 6strus takibi yapil-
mis ve Ostrus gdsteren ineklere Ostrus baslangi-
cindan 12 saat sonra suni tohumlama uygulanmig-
tir. Her iki grupta gebelik kontroll, suni tohumla-
madan sonraki 32-38. gunlerde ultrasonografi tek-
nigi kullanilarak yapilmistir. Uygulama ve Kontrol
Gruplarinda gebelik teshisi konulmayan ineklere
uygulamalar tekrar edilmis ve bu sekil tekrarli uy-
gulamalar, gebelik teshisi konulana kadar devam
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ettirilmistir. Neticede; uygulama ve kontrol grupla-
rinda postpartum 60. ginde gebelik oranlarinin
sirasiyla, % 37 ve 5; 100. ginde ise sirasiyla,
% 53 ve 35 oldugunu bildirmislerdir. Sunulan ¢alis-
mada elde edilen gebelik oranlarinin postpartum
60. gun elde edilen gebelik oranlarindan yiksek,
postpartum 100. giinde elde edilen gebelik oranla-
rindan daha dusik oldugu dusinuldi.

Demiral ve ark. (3), Holstein irki sit¢cli dive ve
multipar ineklerde Cosynch protokolinin bazi rep-
rodiiktif parametreler Gzerine etkilerini arastirmis.
Calismada postpartum 45-120. gunlerde laktasyon
dénemde bulunan, normal vicut kondisyon skoru-
na sahip 54 bas inek ve en az 350 kg agirhginda,
13 aylik 53 bas duve kullaniimis. Dive ve ineklere
sifirinci gun 20 ug GnRH ve yedinci giin 0.150 mg
PGF2a enjekte edilmis, dokuzuncu giin ayni doz-
da ikinci GnRH enjeksiyonu ile birlikte suni tohum-
lama uygulanmis. Gebelik kontrolleri, suni tohum-
lama sonrasi 27-33. gunler arasinda ultrasonografi
teknigi kullanilarak yapilmis. Cosynch protokoli-
nin sirasiyla 0 ve 7. glnlerinde, yedi-dokuz gin-
lerde 12 saat araliklarla ve 9. glini muteakip 42
saat boyunca alti saat araliklarla ultrasonografi
teknigi kullanilarak follikiler gelisim, CL varhgi ve
ovulasyon zamanlari takip edilmis. Neticede duve
ve multipar ineklerde gebelik oranlari % 51 ve 41
olarak bulunmus. Birinci GnRH, PG ve ikinci
GnRH enjeksiyonlari sirasinda ovaryumlarinda CL
bulunan diive ve multipar ineklerde gebelik oranla-
rinin sirasiyla % 47.4, 48.7; % 60.5, 48.7 ve
% 62.1, 36.4 oldugunu bildirmislerdir. Sonug¢ ola-
rak; Cosynch protokollinin divelerde, ineklere
nazaran daha etkin ve kullanish oldugu kanaatini
bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada elde edilen ge-
belik oranlarinin Demiral ve ark. (3)'nin ¢alismala-
rinda elde edilen gebelik oranlarina nazaran daha
dusuk oldugu gérildu. Dusuk gebelik oranlarinin
elde edilmesinin nedenlerinin farkh ovulasyon
senkronizasyon tekniklerinin uygulaniimasindan ve
deneysel asamada farkli reprodiktif performansta-
ki hayvanlarin kullanildigindan ileri geldigi dusu-
naldu.

Stevenson ve ark. (15), yaptiklar bir ¢alismada
Deney I'de 308 bas Holstein irki sutgu inekten dort
grup olusturmus; Grup |, II, lll ve IV’e sirasiyla
Ovsynch, Select-synch, 2x PGF2a + GnRH ve 2x
PGF2a programlari uygulanmistir. Programlarda
GnRH 100 pg, PGF2a 25 mg im uygulanmistir.
Grup | ve ll'de ikinci GnRH enjeksiyonu, PGF2a
enjeksiyonundan 33 saat sonra; suni tohumlama,
ikinci GnRH enjeksiyonundan 16-18 saat sonra
uygulanmistir. Grup Il ve IV’de PG enjeksiyonlari
14 gun arayla; Grup Il ve IV'de suni tohumlama,
PGF2a enjeksiyonu miteakip dort gun igerisinde
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Ostrus gozlenen ineklere 6strus baslangicindan 10
-14 saat sonra ya da uygulanmigtir. Deney II' de
227 bas Holstein irki sut¢l inekten iki grup olustu-
rulmus; Grup | ve Il'ye sirasiyla Ovsynch ve Select
-synch programlari uygulanmistir. Grup I'e PGF2a
enjeksiyonundan 48 saat sonra ikinci GnRH enjek-
siyonu ve ikinci GnRH enjeksiyonundan 16 saat
sonra suni tohumlama uygulanmistir. Grup Il'ye
Deney I'deki Grup Il programi uygulanmistir. Her
iki deneyde gebelik kontrolleri, suni tohumlamadan
sonraki 38-52. gunler arasinda yapilmistir. Netice-
de; Deney I'de Grup I, Il, lll ve IV'de gebelik oran-
larinin sirasiyla % 22.1, 25.6, 24.6 ve 31.7 olarak;
Deney II' de ise Grup | ve II'de gebelik oranlarinin
% 35.6 ve 26,8 olarak bildirmislerdir. Stevenson ve
ark. (15)'nin Select-synch uygulamasi ile elde et-
tikleri gebelik oranlari ile sunulan galismada elde
edilen gebelik oranlari arasinda bir uyum oldugu
dasinulda.

Tenhagen ve ark. (18), dort farkli deneyde GnRH-
PGF2a ve GnRH-PGF2a-GnRH programlarin,
reproduktif performans ve follikiler dalga gelisimi
Uzerine etkisini arastirmis. Deney |, II, III' de >13
aylik ve >350 kg agirhdinda sirasiyla 282, 98, 71
bas Holstein-Friesian irki diiveden &strus tespitin-
de tohumlanan (IDO) ve sabit zamanli (TAI) olmak
Uzere ikiser grup olusturulmus. IDO |, II, Il ve TAl
I, 1, 1Il. gruplara ilk gin GnRH, yedi gin sonra
PGF2a enjekte edilmis; suni tohumlamalar, IDO
gruplarinda PGF2a enjeksiyonu miteakip bes gin
icerisinde Ostrus tespitiyle, TAI | ve II. gruplarda
PGF2a enjeksiyondan sonra sirasiyla 48 ve 72. ve
48 ve 78. saatlerde, TAI Ill. grupta PG enjeksiyo-
nundan 48 saat uygulanan ikinci GnRH enjeksiyo-
nu ile birlikte ya da ikinci GhnRH enjeksiyonundan
24 saat sonra uygulanmis. Deneylerde GnRH,
0,25 mg ve PGF2a, 15 mg im uygulanmis. Gebelik
kontrolleri, butin gruplarda suni tohumlamadan
sonraki 35-41. gunlerde rektal palpasyon ile yapil-
mis. Deney IV ve Deney I'deki gruplardan ve De-
ney llI'deki TAI gurubundan bir alt grup olusturul-
mus; PGF2a enjeksiyonundan sonraki 48, 56, 72,
80, 96 ve 104. saatlerde ultrasonografi teknigi kul-
lanilarak ovaryumlarda follikll ¢aplari ve ovulas-
yon zamanlari tespit edilmis. Neticede; IDO |, Il ve
lll. gruplarda 6strus sekillenme oranlarinin sirasiy-
la % 84.8, 83.7, 70.4; IDO |, II, Il ve TAI I, I, 1.
gruplarda gebelik oranlarinin sirasiyla % 45.4,
42.9, 46.5 ve % 52.8, 49.0, 54.8 oldugu tespit edil-
mis. Deney IV neticesinde GnRH-PGF2a ve
GnRH-PGF2a-GnRH gruplarinda ovulasyon oran-
larinin sirasiyla %74.7, 96.5; ovulasyona ugrayan
follikilerin ortalama c¢aplarinin sirasiyla 14.3+1.9
ve 13.1£1,9 mm oldugunu bildirmislerdir. Sunulan
calismada elde edilen gebelik oranlarinin Tenha-
gen ve ark. (18)'nin bildirdikleri oranlardan daha
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distk oldugu goruldi bunun nedeninin kullanilan
hayvan materyalinden, iklim ve beslenme faklarin-
dan olabilecegi dusunuldu.

Deutscher ve ark. (4), kirmizi Angus melez irki
sutgu ineklerde PGF2a’nin tek enjeksiyonu, Select
-synch ve Cosynch yéntemlerini karsilastirmis ve
iki deney olusturmustur. Deney | ve II'de sirasiyla
uc ve dort yasinda, postpartum 25-77 ve 34-91
gunler arasinda laktasyon donemde bulunan 83 ve
75 bas inekten A ve B olmak Uzere ikiser grup
olusturulmus; Grup A-l/ A-ll, Grup B-l ve Grup B-
I'ye sirasiyla Select-synch, PGF2a’nin tek enjek-
siyonu ve Cosynch programlari uygulanmistir.
Grup A-l/ A-II' de PGF2a enjeksiyonu sonrasi yedi
guin boyunca 6struslar takip edilmis ve Ostrus tes-
piti ile ineklere suni tohumlama uygulanmistir.
Grup B-I'de 6nce bes giin sureyle Ostruslar takip
edilmis ve Ostrus tespiti ile ineklere suni tohumla-
ma uygulanmis; 6strus gostermeyen ineklere altin-
¢l gun PGF,a enjekte edilmis, enjeksiyon sonrasi
bes giin boyunca 6struslar takip edilmis ve Ostrus
tespiti ile ineklere suni tohumlama uygulanmistir.
Neticede; Grup A-l, B-l, A-ll, B-Il'de 6strus gozlen-
me oranlarinin sirasiyla % 93, 73, 73, 58; gebelik
oranlarinin sirasiyla % 81, 49, 62, 61 ve Grup A-l
ve B-I'de nonsiklik ineklerde o6strus gobzlenme
oranlarinin % 92, 56; gebelik oranlarinin % 75, 39;
siklik ineklerde ise bu oranlarin sirasiyla % 93, 87
ve 83, 57 oldugu tespit edilmis. Sonug olarak; her
iki deneyde Select-synch protokoliin senkronizas-
yon basarisinin yuksek oldugu ve non-siklik bazi
ineklerde Ostrusu indukledigi goruldiguniu bildir-
mislerdir. Sunulan ¢alismada ise elde edilen gebe-
lik oranlarinin Deutscher ve ark. (4)'nin bildirdikle-
rine oranla yuksek derecede disik oldugu goril-
dd. Bunun nedeninin deney materyali olarak kulla-
nilan hayvan irklarinin farkli olmasi ve laktasyon
nedenli olabilecegdi distnuldu.

Sonug olarak; arastirma sonunda elde edilen veri-
ler dogrultusunda ovulasyon senkronizasyonu yon-
temlerinin uygulanmasinda en 6nemli dezavantaj-
lar olarak siralanan; uygulama maliyetlerinin yuk-
sek olmasi, sabit zamanli tohumlama yapilmasi ve
ovulasyonlarin ylksek oranlarda belli araliklara
sikistirlamamasi nedeniyle elde edilen délverimi-
nin disuk olmasi gibi engellerin Select-synch yon-
temi ile asilabilecegi kanaatine varildi.

Ozellikle postpartum siirecte meydana gelen za-
man kayiplarinin engellenmesi amaciyla Select-
synch yonteminin, sttgu ineklerde ovulasyon senk-
ronizasyonu yontemiyle karsilastirildiginda ekono-
mik agidan daha uygun oldugu dusunilda.

Calismada elde edilen gebelik oranlari total olarak
degerlendirildiginde dislk olmakla birlikte; 6strus
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g6zlemlenen hayvanlarda yapilan tohumlamalarda
elde edilen gebelik oranlari disunuldiginde, elde
edilen gebelik oranlarinin ekonomik sinirlar igeri-
sinde oldugu hatta ovulasyon senkronizasyonu ile
elde edilen gebelik oranlar ortalamalarindan daha
iyi oldugu kanaatine varildi.
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Caterpillar-Borne Abortions in Pregnant Mares and Camels
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Summary: The caterpillars are the larval forms of butterflies and moths in the order Lepidoptera. While some species
are insectivorous, most of them are herbivorous. As known voracious feeders, caterpillars are pests in agriculture, and
damage to fruits and other agricultural products. In addition, moths and their larval stages have medical and veterinary
importance because of their behaviors and noxious secretions. Some groups of moths in Lepidoptera adapted for
feeding directly on secretions and body fluids of animals and humans. These butterflies known as zoophilic moths feed
on animal fluids such as lachrymal secretions, blood and skin exudates on wounds, nasal secretions, saliva,
perspiration, urine and droplets of blood dripped from mosquitoes feeding on host animals. Further, some skin-piercing
moths preferentially attract to open wounds on animal hosts and suck blood. During the feeding, the moths play a role
as mechanic vectors for some infections in endemic regions. On the other hand, some urticating caterpillars in the
order Lepidoptera such as Limacodidae, Megalopygidae and Saturniidae cause urticaria and moth dermatitis in human,
the majority of caterpillars within the families Lasiocampidae, Notodontidae, Thaumetopoidae, and Lymantriidae induce
equine abortions in pregnant mares and also in dromedary camels due to ingestion of the larval forms during grazing in
the infested area. The caterpillar-borne abortions in pregnant mares and camels were reviewed in this article.

Key Words: Abortion, camel, caterpillar-borne, mare, pregnancy

Gebe Kisrak ve Develerde Tirtil-Kaynakli Abortlar

Ozet: Tirtillar Lepidoptera dizisinde yer alan kelebeklerin larval formlaridir. Bazi tiirlerin tirtillar insektlerle beslenirken
gogunlugu herbivordur. Doymak nedir bilmeyen tirtillar, esasen tarim hagereleri olup meyvelere ve diger tarimsal
urlnlere zarar verirler. Buna ilaveten bazi gece kelebekleri (glveler) ve onlarin larval dénemleri, davranis 6zellikleri
dolayisiyla medikal ve veteriner 6neme sabhiptirler. Lepidoptera dizisindeki gece kelebeklerinin bir bélumu direkt olarak
hayvan ve insanlarin vicut sivilar ve sekresyonlariyla beslenmeye adapte olmuslardir. Zoophilic gliveler olarak da
adlandirilan bu kelebek tirleri hayvanlarin gézyasi sekresyonlari, yaralar tzerindeki kan ve deri eksudatlari, burun
sekresyonu, tukurlk, ter ve idrar gibi vicut sivilariyla ve konak hayvanlardan kan emen sivrisineklerden dokulen kan
damlaciklariyla beslenirler. Ayrica deriyi delebilme agiz yapisina sahip bazi gliveler tercihen agik yaralara saldirirlar ve
konak hayvanlarin kanlariyla beslenirler. Beslenme siresince giiveler endemik bolgelerde bazi enfeksiyonlarin mekan-
ik vektorligunde rol oynarlar. Diger yandan, Lepidoptera dizisinde bulunan Limacodidae, Megalopygidae ve Saturni-
idae ailelerindeki baz tirler insanlarda Urtiker ve glve dermatitisine sebep olurken, Lasiocampidae, Notodontidae,
Thaumetopoidae ve Lymantriidae ailelerindeki kelebek tirtillari, enfeste alanlarda otlama esnasinda yemlerle alinmalari
sonucu gebe kisrak ve develerde yavru atmalara yol agarlar. Bu derlemede gebe kisrak ve develerde tirtil kaynakli
abortlar hakkinda bilgi verilmistir.

Anahtar Sozciikler: Abort, deve, gebelik, kisrak, tirtil-kaynakli

Introduction and bees) and Lepidoptera (butterflies, skipper
butterflies and moth-butterflies)] and four orders of
arachnids [(Scorpionida (scorpions), Solpugida
(solpugids, sun spiders, camel spiders and barrel
spiders), Acari (mites and ticks) and Araneae
(spiders)] have medical and veterinary importance
as mechanical and biological vectors of pathogens
such as virus, bacteria, fungus and parasites.
However these vectors cause very serious
problems like annoyance, toxication, allergic
reactions, invasion of host tissues in humans and
also in animals (8, 13-15).

In phylum of arthropoda, eight orders of insects
[Blattaria  (cockroaches), Phthiraptera (lice),
Hemiptera (true bugs, bed bugs, kissing bugs,
assian bugs), Coleoptera (beetles), Siphoneptera
(fleas), Diptera (Flies: mosquitoes, black flies,
biting midges, horse flies, deer flies, sand flies,
tsetse flies, house flies, stable flies, horn flies, bot
flies, blow flies, flesh flies, louse flies, keds, etc.),
Hymenoptera (wasps, hornets, velvet ants, ants
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Of these arthropod groups, the order Lepidoptera
includes the butterflies and moths, and has a
holometabolous (complete metamorphosis) life
cycle. The adults feed primarily on nectar from
flowers and exhibit excellent natural beauties with
their wonderful colors depending on their lifestyles.
Butterflies and moths play an important role in the
natural ecosystem as pollinators and as nutrients
in the food chain. Conversely, their larval stages
are considered very problematic to vegetation in
agriculture as their main source of food is often
live plant matter. On the other hand, some
lepidopteran species are recognized as economic
pests of row crops, fruit and shade ftrees,
ornamental shrubs, and other plantings on which
their larvae feed. In addition, a number of
lepidopteran species, notably moths can cause
significant health problems for humans and
animals. A few groups of moths have adaptation
for feeding directly on secretions and body fluids of
animals and humans. Zoophilic moths feed on
animal fluids such as lachrymal secretions, blood
and skin exudates on wounds, nasal secretions,
saliva, perspiration, urine, and droplets of blood
extracted from mosquitoes feeding on host
animals. Furthermore, some skin-piercing moths
preferentially attract to open wounds on animal
hosts and suck blood (8, 13-15).

Lachrymal feeding: Some adult moths frequently
ingest liquids (lachrymal secretions, or tears) from
the mucous membrane margins of the eyes of
domestic or wild animals, and sometimes eye
exudates, and even sweat from humans. This
activity is most common during dry periods of the
year. Lachrymal feeding has been observed
mainly in Southeast Asia (Cambodia, Indonesia,
Laos, Malaysia, and Thailand), but a number of
cases have also been reported from Africa, China,
and the United States (at least one case in
Arkansas). The moths mainly limit this feeding
activity to evening or early night hours, or very
rarely during the day in deeply shaded forest or
jungle sites. So far, this behavior has been
reported for >100 moth species, representing at
least 25 genera, in at least 6 families
(Geometridae, Noctuidae, Notodontidae,
Pyralidae, Sphingidae, and Thyatiridae). This
activity can be a serious nuisance to animals and
might spread ocular pathogens (2).

Blood feeding: Adults moths in some of the
above groups will occasionally feed on blood or
other fluids seeping from open sores, scratches or
wounds. Unique to Southeast Asia (Indonesia,
Laos, Malaysia, and Thailand), a number of
species of the noctuid genus Calyptra can, and
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often do, directly pierce the unbroken skin of
animals or humans and ingest fresh blood.
Animals from which they have been observed to
take blood include elephants, Malayan tapir, deer,
water buffalo, rhinoceros, antelopes, mules, and
pigs. At least five species in this genus (C. bicolor,
C. fasciata, C. ophideroides, C. parva, and C.
pseudobicolor) have been reported to feed on
humans (2).

Beside a group of lepidopteran species cause
some serious disorders in humans such as
caterpillar sittings (Premolis semirrufa) in field
workers in tropical countries, moth dermatitis
(Hylesia spp.), inhalation allergies (Hylesia spp.)
and silk-induced allergies (Bombyx mori and B.
mandarina), some other groups notably skin-
piercing moths have the potential to transmission
of some contaminants and pathogens as mechan-
ic vectors. For instance, during the feeding, the
moths play a role as mechanic vectors for some
infections such as Infectious Bovine Keratitis
(IBK), or “Pinkeye” in cattle in the endemic regions
of Uganda and some moths also serve as
intermediate hosts for the rat tapeworm
Hymenolepis diminuta (20).

In addition, larval stages of moths have medical
and veterinary importance due to their natural
behaviors in the habitats. For example while some
urticating larval stages of Limacodidae,
Megalopygidae and Saturniidae in the order of
Lepidoptera cause urticaria and moth dermatitis in
humans and domestic animals due to their noxious
fluids e.g. formic acid (16), the majority within the
families Lasiocampidae, Notodontidae,
Thaumetopoidae, and Lymantriidae induce equine
abortions in pregnant mares and also in
dromedary camels due to ingestion of the larval
forms during grazing in the infested area in the
world (20). Currently some lepidopteran species
have already been identified in the families
Limacodidae (4 species), Saturniidae (6 species),
Lasiocampidae (30 species), Notodontidae (34
species), Thaumetopoidae (5 species), and
Lymantriidae (21 species) in Turkey (1).

The larval forms of butterflies and moths in the
order Lepidoptera are called “caterpillar”. While
some species are insectivorous, most of the
caterpillars are herbivorous. As known voracious
feeders, caterpillars are pests in agriculture, and
damage to fruits and other agricultural products.
However, caterpillars are very important pests
notably for horse and camel breeding in some
parts of the world (20). The caterpillars inducing
abortions in pregnant mares (12, 22, 26, 27), and
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camels (4, 32) have been reported from some
parts of the world. The caterpillar-borne abortions
were first described as mare reproductive loss
syndrome (MRLS) in the United States (23), and
equine amnionitis early fetal loss (EAEFL or EFL)
and late fetal loss (LFL) in Australia (21, 22, 31).

Caterpillar-Borne Abortion in Pregnant Mares
and Economical Losses: Pregnancy loss is a
major cause of wastage in equine breeding
industry. Other possible causes such as infectious
(viral and bacterial), noninfectious (twin
pregnancy, progesterone deficiency, umbilical cord
torsion, congenital defects) and unusual causes
have already been reported in pregnant mares
(17). In the last decade, many unusual abortions
have been detected in pregnant mares in several
parts of the world (21, 26). Tobin and Brewer (28)
reported that the first observations about the
unusual abortions in pregnant mares have been
identified on April the 26™ 2001 by Thomas Little.
Little observed an unexpected number of in uteri
deaths in 60 day-old fetuses in clinically normal
mares when he was ultra sounding for sex
determination in Central Kentucky in 2001, United
States, and the cases were described as MRLS
depend on the clinic pathological features of the
abortions. The definition of the MRLS cases were
mainly described in two different forms and also
associated with some pathological characteristics
as identified below:

i. Early fetal loss (EFL): The observations about
the EFL were recorded within 35 and 100 days
after mares were bred. During the ultrasound
examination of mares in this period, fetal death
was detected after expulsion of the fetus was
associated with the presence of abnormal
echogenic fluid (cloudy and flocculent) around the
fetus (24).

ii. Late fetal loss (LFL): The LFL cases were
observed as abortions during the last trimester of
the pregnancy in mares. Late fetal loss was not
associated with cases, it was associated with a
swollen and engorged placenta (premature
placental separation or “red bag” syndrome). Foals
born alive were sometimes weak and required
intensive veterinary care (5).

iii. The observation: The increased echogenicity of
fetal fluid after day 85 in ultrosonographic exams
of mares was one of the clinical parameters for
identification of EFL (26, 30).

iv. In addition to reproductive losses, a number of
cases of pericarditis (inflammation within the sac
surrounding the heart) and severe unilateral uveitis
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(inflammation of one eye) were associated with the
occurrence of MRLS (6).

Epidemiologically significant factors associated
with EFL were reported as the presence of
moderate to high concentrations of eastern tent
caterpillars (ETC) in grazing areas, farm
population of greater than 50 mares, the presence
of barren or maiden mares in the effected fields,
mares bred in February 2001, the presence of wild
cherry trees around mare pastures, and the
frequent presence of waterfowl on the farm (9, 10).
It has also been reported that a concurrent relation
was observed between the high incidence of
MRLS cases and a population explosion of the
ETC (Malacosoma spp and Datana spp) localized
areas in a year (11, 33, 34). Currently, twenty-six
species of tent caterpillars (Malacosoma:
Lasiocampidae) have been identified in the
northern latitudes of both the New and Old World
(20). On the other hand, it was reported that the
syndrome was associated with certain caterpillars
within the families Thaumetopoeidae
(Ochrogaster) and Lymantridae (Euprctis,
Leptocneria) in Australia (21).

It was stated that the abortigenic factor that
initiates the syndrome may be a toxin in
integument and setae of caterpillars (7, 18). The
ETC follows (i) the ingestion of caterpillars (in
fodder or forage) by pregnant mares, (i) the
penetration the intestinal wall, and (iii) entering the
blood stream. From the bloodstream they can be
carried to various tissues and organs, including the
developing fetuses of pregnant mares. Evidence
indicates that normally nonpathogenic bacteria in
the gastrointestinal tract (e.g. alpha Streptococcus
spp. and Actinobacillus spp.) are transported by
the setal fragments of caterpillars and can infect
reproductive tissues, and umbilical cord. At the
end of the caterpillar-induced poisoning process,
the fetal deaths and abortions may occur (11, 26).
In addition, the caterpillar-induced poisoning
process was demonstrated by experimental
studies in the United States (3, 18, 19, 25) and
Australia (7) where intubating mares in
mid-pregnancy with preparations of either whole
processionary caterpillars or shed caterpillar
exoskeletons induced abortion with few impending
clinical signs. The gross pathological and
bacteriological findings of the aborted fetuses were
similar to those observed in field cases of EFL (7).

The Economic Impacts of MRLS: The largest
epidemic of equine abortion in North America was
observed in 2001 and 2002 when more than 1500
cases were reported on horse farms in Kentucky.
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Thoroughbreds were affected the most, with
estimated economic losses of $330 to $500 million
during the two-year period (27). The cause was
attributed to the ingestion of eastern tent caterpillar
(Malacosoma americanum) crawling on the ground
after feeding on nearby heavily infested trees.
Mullen (20) reported that a similar syndrome
occurred in Florida in 2005, where an equine
abortion occurred in mares following the ingestion
of a walnut caterpillar (Datana integerrima), due to
severe defoliation of hickory trees. Similar
economic losses have also been reported in
thoroughbred and quarter horse broodmares in
Australia, involving caterpillars of three species
Ochrogaster lunifer, Euproctis edwardsi and
Leptocneria reducta (21).

Caterpillar-Borne Abortions in Camels: In
camelid veterinary practice, the uterine infections
and abortions are the major complain. Some
factors such as infertility, pregnancy loss, udder
diseases and neonatal mortality cause
reproductive losses in camelids (29). According to
camel breeders, the etiological reasons of
abortions vary. They claim the ingested caterpillars
and cobwebs in fodder on pastures may cause
abortions in camels in some areas of Africa (4).
Recently, it has been reported that ingestion of
caterpillars (Lasiocampa spp.) with forage is
recognized as the cause of abortions in camels in
the Western Sahara in Africa (32).

In Turkey, caterpillar-borne abortions or caterpillar
-induced poisoning cases in animals have not
been reported yet. However, some lepidopteran
species in the moth fauna may have risky
potentials for caterpillar-borne abortions or
caterpillar-induced poisoning in livestock animals
such as horse, sheep, goats, cattle and camel in
some infested areas of Turkey, depending on
climatic conditions, planting and the management
of animals by pastoralists. Thus, the epidemiologi-
cal investigations and monitoring studies are
required for caterpillar-borne abortions in pregnant
mares and camels in Turkey.
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Tirkiye’deki Progeny Test Calismalarina Genel Bir Bakis

Mehmet Borga TIRPAN', Necmettin TEKIN'
" Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali, Ankara- TURKIYE

Ozet: Gelismekte olan hayvancilik sektorii icin hayvansal iretimin artirlmasi cok énemlidir. Hayvan basina diisen
verimi artirmak ve ylksek verimli irklarin devamlihdini saglamak ulke hayvancilidi igin gerekli unsurlarin basinda yer
almaktadir. Yuksek verimli damizlik hayvanlarin segimi, damizlik surllerin yuksek genetik 6zelliklerini yavrulara
aktarmasi, surinin daha verimli hale gelmesine, bdylelikle de ilke hayvancihidinin ve isletmelerin gelismesine
yardimci olmaktadir. Dlinyada, hayvancilik sektéri gelismis hemen her Ulkenin kendine ait bir yavru (ddl) kontroli
(progeny test) programi oldugu goérilmektedir. Gelismis Ulkeler, kendi kosullarinda islah etmek istedigi 6zellikler
bakimindan en yiksek verimi saglayabilecek bogalari segerek surdlerinin verimini artirmaktadir. Bu suregte Turkiye'de
de Progeny Test caligmalari 1989 yilinda italya ile ortak bir galisma kapsaminda baslatilmis ve ilk adim atilmigtir. iler-
leyen yillarda ise bu c¢alismanin devami kapsaminda yeni bir proje baslatiimis ve bu projede de yedinci dongu
tamamlanmistir. Gelismekte olan hayvancilik sektoériinde, Tuirkiye'nin ihtiyaci olan ylksek verimli surilerin elde
edilmesinin, bu tir projelerin hayata gegirilmesiyle miimkin oldugu belirlenmistir. Amaclanan yliksek verimli strdlerin,
Ulke sartlarina uygun bir islah programi cercevesinde Uretilen hayvanlardan olustudu taktirde istenilen hedefe
ulagilacagi unutulmamalidir. Ozet olarak, her ilke islah stratejisini kendi ekonomik kosullari dogrultusunda plan-
lamahdir.

Anahtar Kelimeler: Damizlik, damizlik boga, yavru kontrolu

An Overview of Progeny Test Studies in Turkey

Summary: Increasing the livestock production is critical for the developing livestock industry. It is necessary to
enhance the efficiency per animal and to ensure the progression of highly efficient breeds for national breeding.
Selection of highly efficient animals for breeding and transferring the high genetic traits to their offsprings make herds
become more efficient both at enterprises and national livestock levels. Across the globe, all the countries with
developed husbandry sector have their own progeny testing programmes. Developed countries increase the
productivity of their herds by choosing sires that can provide the highest productivity for the traits they want to improve
at their local conditions. In this process, progeny testing studies in Turkey has been initiated under a joint study with
Italy in 1989, and the first step has been taken. In the following years, subsequent project as part of this study was
initiated and seventh cycle has been completed in this project. In developing livestock industry, it would be possible to
achieve these objectives by increasing these kinds of projects towards obtaining highly efficient herds required by
Turkey. One should bear in mind that highly efficient herds aimed would only be achievable in an appropriate breeding
program that could best fit with the conditions of the country. In summary, the breeding strategies of each country have
to be planned in accordance with their own economic conditions.

Key Words: Progeny test bulls, progeny test, sire

Giris artar ve amaca uygun yani islah edilmis bir suru
olusturulmus olur (1,3). Hayvanciligi gelismis Ulke-
lerde, saglikli ve yiksek verimli nesiller bu tur ¢a-
lismalarla olusturulmaktadir (13). Avrupa Birligi
uyum sirecindeki Ulkemizde, mevcut yetistiricilik
kosullari en ekonomik Uretim sistemlerinin gelistiril-
mesi gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir. Son yillar-
da, bu ekonomik nedenlerden dolayi Ulkemizdeki
entansif st isletmeciligi ve beraberinde suni to-
humlama uygulamalarinin dnemi bu ekonomik
nedenlerden dolayl giderek artmaktadir (8,19).
T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhgrna bagh

Gecmisten gunumize tercih edilen ve istenen
Ozelliklere sahip olan bogalar damizlik olarak ayril-
maktadir. Boylelikle, suri icindeki 6zel bireylere
digerlerine gore daha fazla yavru verme olanagi
saglanir (5). istenilen &zellikteki hayvan tiirlerinin
uremelerine olanak vererek, verim arttirici genlerin
orani yikseltilmis olur. Arzu edilmeyen 6zelliklere
sahip hayvanlar ise suriden uzaklastirilarak yavru-
larina aktarmalari istenmeyen genlerin orani diisu-
ruldr. Sonugta, yuksek verimli hayvanlarin sayisi

Golis TarihiSub 5 15.12.2013 Tarimsal Uretim ve Gelistirme Genel Mudirligi
eli Tarihi/Submission Date  : 13.12. (TUGEM) ile italya Holstein-Friesian St Sigiri
Kabul TarihiAcospted Date.: 26.03.2014 Yetistiricileri Merkez Birligi (ANAFI) tarafindan or-
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taklasa gerceklestirilen ve 1989-1994 yillan ara-
sinda uygulamaya konulan TURK-ANAFI projesi
kapsaminda, sahada sagilan sit miktarinin belir-
lenmesi igin, ineklerin kayit altina alinmasi uygula-
masi Turkiye icin de baslamis oldu (9). Bu calis-
manin bir devami niteliginde, TUGEM ile Tirkiye
Damizlik Sigir Yetistiricileri Merkez Birlidi'nin
(TDSYMB) birlikte yaruttikleri yeni bir “Yavru (Dél)
Kontrolu Projesi” hayata gegirilmistir. Bu kapsam-
da izmir / Menemen Suni Tohumlama laboratuvari
bogalarin barindiriimasi ve sperma uretimi igin
tahsis edilmistir. Ayrica Manisa/Beydere Tohum ve
Sertifikasyon Mudurligi karantina ve sperma ure-
timi 6ncesi yetistirme yeri olarak kullaniimigtir (8).
Proje isleyisi kapsaminda Menemen Suni Tohum-
lama Laboratuvar’nda yedinci dongu tamamlan-
misg, test drnekleri isletmelere gdnderilmis ve birgo-
gunun kizlarinin verim o6zellikleri elde edilmistir
(18). Damizlik Sigir Yetigtiricileri Merkez Birligi
2013 boga kataloguna gore, toplam 57 adet pro-
geny teste tabi tutulmus boganin spermasi bulun-
maktadir (17). Avrupa Birligi uyum surecinde Tur-
kiye'de hayvanciligin gelistiriimesi yonindeki ¢alis-
malarin daha da fazlalasmasi gerekliligi kaginil-
mazdir.

Progeny Test (Yavru (D6l) Kontrolii)

Bir boganin kizlarinin verim ortalamalarinin belir-
lenmesi ve ortaya ¢ikan bu degerin test donemin-
deki tim bogalarin kizlarinin genel ortalamasindan
farkinin ortaya konulmasi, yavru ya da nesil kont-
roli ‘progeny test' olarak adlandirilir (4). Birgok
arastirmaci progeny test bogalarinin basarisini
kayitll boda sayisina, seleksiyondaki hassasiyete,
progeny grup boyutuna, inek secimine ve en az 5
nesil verim 6zelliklerinin incelenmesine dayandir-
miglardir (2, 11, 20). Pratikte ise progeny test
programinin etkinligi; sirt sahibine, tohumlama
yapan personele, dogan yavrunun kimliklenmesine
ve kizlarin ilk laktasyona kadar elde tutulmasina
baglidir (10). Progeny testin baslica hedefi, en
saglikh, en Ustin verim kapasitesine sahip ve bu
Ozelliklerini en uzun sire surdirebilen hayvanlari
segmek ve secilen bu hayvanlarin genetik 6zellik-
lerinin surdurdlmesini saglamaktir (4).

Bu uygulamanin iki dezavantaji vardir: Bunlardan
birisi, kontrole tabi tutulacak aday bogalara tahsis
edilen ineklerden bir yil icin damizlik degerlerine
pek glvenilmeyen yavrular alinmasi, digeri ise
aday bogalarin disi yavrularinin ilk laktasyon veri-
mi belli oluncaya kadar elde tutulma zorunlulugu-
dur. ik sakinca, yetistirici dernegine kayith bitin
isletmelere disi yavrular Uger-beser dagildigi igin
Onemsenmez. Aday bogalara tahsis edilecek disi-
lerin dive olmalari halinde s6z konusu zararin
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Onemi de azalir. CUnku disi hayvanlarin ilk yavru-
lari zaten, analarinin gercek verim kabiliyetleri belli
olmadigindan, c¢ok nadir durumlarda damizliga
ayrilirlar; ancak, bu sakinca spermanin derin don-
durularak saklama teknigi ile 6nemli 6élgiide gideril-
mis olmaktadir. Uygulamanin diger dezavantajinin
giderilmesi igin ise yavrularin tam laktasyon verim-
leri yerine kismi (60-120 gunluk) verimleri ile yap-
ma olanaklar arastiriimaktadir. Bu yondeki arastir-
malardan ¢ogu, bunun boga basina disi yavru sa-
yisini arttirmak suretiyle mimkin olabilecegini
gOsterir (6).

Damizliklarin bazi verim ve fiziksel Ozellikler y6-
ninden genetik degerinin en dogru sekilde tespit
edilmesinde ve sirulerde genetik ilerlemenin sag-
lanmasinda kullanilan en etkili ve isabetli yontemin
yavru (dol) kontrolu (progeny test) oldugu belirtil-
mektedir (13).

Yavru (D6l) kontrol programinin isleyisi: YUuk-
sek verimli inek ve bogalarin, belli amacla ciftlesti-
rilmeleri sonucu elde edilen ve saglik yéninden bir
sorun tasimayan gen¢ erkek hayvanlara “aday
aday! boga” denir. Bu bogalardan, yasayabilen ve
dis yap! ve sperma kalitesi gibi 6zellikler bakimin-
dan herhangi bir sorun tasimayan bogalar da
“aday boga” olarak tanimlanir (2).

Sperma verecek ¢cada geldiklerinde aday bogalar-
dan sperma toplanir ve her adayin rastgele segil-
mis ineklerden 6ngorilen sayida kizinin olmasini
saglayacak tohumlamalar yapilir. Bu tohumlama-
dan dogan disi yavrularin damizlik gaga ulagsmasi
ve dogurmasi saglanir (2).

Bogalar disi yavrularina goére degerlendirilirken,
305 glnlik sut veriminin yani sira sutteki yag ve
protein orani, dis yapi 6zellikleri, sut kalite él¢utleri
vb. 6zelliklerin birlikte ele alinmasi gerekebilir. Bu
amagla, her bir hayvan igin, tizerinde durulan 6zel-
likler ve bunlarin ekonomik dnemleri dikkate alina-
rak, toplam deger tahminleri ya da birka¢ indeks
degeri hesaplanir. Kullanilan d&lgit bakimindan
yuksek degerli olan bogalardan ihtiya¢ duyulan
kadari segilir. Indeks degerine gére, segilecek bo-
galar tanimlamada alt ya da (st deger sinir1 yok-
tur. Bireylerin secgimi, indeks degerinin siralanisina
gore yapllir (2).

Degerlendirme sonucu bogalar 'denenmis boga'
olarak tanimlanir. Bunlar arasindan ylksek degeri
nedeniyle yeni kusak aday adayi olacak bogalara
baba olarak secilenlere “boda babasi”, bunlarla
birlikte surtide kullaniimasina karar verilenlere de
“esas boga” denir (2).

Sut sigirlarinda uygulanabilecek ve gesitli asama-
larina yukarida deginilen bir yavru (dél) kontrolu
programi Sekil 1’de sematize edilmistir (2).
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BOGA BABASI X BOGA ANASI

Y

Aday Aday:
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BOGALAR

| TEST MERKEZI |
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DAMIZLIK DISI

l_/

Geligme ve Dig
szellikleri

DENENMIS BOGA

A

YAPAY TOHUMLAMA
ISTASYONU

f !

DEGERLENDIRME
MERKEZi

-~

DENENMIS BOGA

SPERMA

Sperma 6zellikleri
yetersiz

Aday Boga

/

TOHUMLAMA BIRIMLERI

L vD04d STANANAQ

KIZLARIN
VERIM
KAYITLARI

L

<

A: Damizlik Sigir
Yetistiricileri
Organizasyonuna Kayith
Siirtiler

B: Kayit Tutulan ve Kisa
Siirede Tutulabilecek Olan
Surtler

C: Kayit Tutulmayan Siiriiler

SPERMA / EN IYi INEKLER

Sekil 1. Sut sigirlarinda yavru (dol) kontrolt programinin igleyisi (2).

Surinun zayif ve gugli taraflarinin tespit edilmesi
¢ok onemlidir. Buna gore, bodanin belirli 6zellikle-
rine dikkat edilerek damizlik erkek danalardan ya
da geng bogalardan segim yapilmalidir (7). Damiz-
ik boga adayi seciminde, elde edilecek basarinin
artinlmasi igin bazi kriterlere dikkat etmek gerekir:

Boga analari ve babalari iyi bir 6n secgimle belirlen-
melidir.

Test kapasitesi oraninda boga adayi segilmelidir.

Fazla sayida boga test edilerek, erkekler arasinda
¢ok yogun bir seleksiyon yapilmalidir.

Babanin her ¢esit genlerinin yavrularina gegmesini
saglamak ve guvenilir sonuglar elde etmek igin
boga adaylarina disen yavru sayisi fazla olmali-
dir.
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Her bogaya ait yavru grubu benzer ¢evre sartlarin-
da tutulmalidir.

Cevresel etkiler uygun tekniklerle yok edilmelidir
(13).

isletmelerin, kendi kosullar icin bir tercih yapmala-
ri ve boga segim amagclarinin ekip ¢alismasi yapi-
larak segilecek boganin isletmeye ne yonde katki
saglayacagi belirlenmelidir.

Boganin divelerde, ergin ineklerde ya da her iki-
sinde de kullanilip kullanilmayacaginin bilinmesi
gerekmektedir.

Surtden elde edilen disilerin hangi amagla kullani-
lacagi bilinmelidir (yeni stru olusturmak gibi).

isglicii olanaklari, yem kaynaklari ve gevre sartla-
rinin durumu dikkate alinmalidir (15).

Secimde dikkat edilecek diger hususlar; secilen
boganin yavru sayisinin fazla olmasi, suni tohum-
lama uygulanacak gruplarin farkli gevre sartlarina
maruz kalmamalari ve bogalarin deger tahminleri
tespitinden 6nce segilmemesidir (3).

Ayrica, aday adayl damizliklarin erkek Ureme or-
ganlari androlojik muayene sistematigine gore
yapilmalidir. Elde edilen spermalar, spermayla
bulasan hastaliklar yéntinden incelenmelidir. Sper-
ma toplama istasyonlari bir hijyen programi dahi-
linde galismali ve teste tabi tutulan hayvanlarin
rutin asilar ve saglik kontrolleri Veteriner Hekim-
ler tarafindan yapilmahdir (4,16).

Tablo 1. TURK-ANAFI Proesi degerlendiriimesi (9)

Erciyes Univ Vet Fak Derg 11(3) 197-203, 2014

Tiirkiye’de Progeny Test Uygulamalan

Avrupa Birligi uyum surecindeki tUlkemizde, 6zellik-
le bu entegrasyondan en fazla etkilenecek olan
hayvancilik igletmelerinde, mevcut yetigtiricilik ko-
sullari en ekonomik olan Uretim sistemlerinin gelis-
tirilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Halka ucuz
ve saglikli Grinler sunmanin yolu; maliyetlerin du-
suk tutulmasi, etkin isletme yo6netimi, hayvan ba-
kim ve idaresinin kalitesi, isletmedeki optimal sag-
mal inek sayisi, genetik olarak yuksek verimli hay-
vanlarin yetigtiriimesi ve bu verimin uzun yillar
devamina baglidir. Bu kriterler i¢cinde, hayvan ba-
sina dusen verimin artiriimasi ve ylksek yavru
verimi basari igin 6n kosullardir. Damizlik degeri-
nin dstin oldugu kanitlanmis bogalarda, kazanil-
mis genetik 6zellikler suni tohumlama ile disi hay-
vanlara kolayca aktarilabilir. Son yillarda, lkemiz-
deki entansif st isletmeciligi ve beraberinde suni
tohumlama uygulamalarinin énemi bu ekonomik
nedenlerden dolayi giderek artmaktadir (8,19).

TUGEM ile ANAFI tarafindan ortaklasa gercekles-
tirilen ve 1989-1994 yillar arasinda farkl illerimiz-
de (izmir, Aydin, Balikesir, Usak, Isparta, Mugla,
Denizli, Ankara, Antalya, Kitahya, Kastamonu,
Canakkale ve Tekirdag) uygulanan TURK-ANAFI
projesi, Turkiye hayvanciligi i¢in gercekten bir do-
nim noktasidir. Bu proje kapsaminda, sahada
sagilan sut miktarinin belirlenmesi igin, ineklerin
kayit altina alinmasi uygulamasi Turkiye icin de
baslamis oldu. Bulunan sonuglar Tablo 1°de goste-
rilmigtir.

Degerlendirilen kriter Tiirkiye’de dogan ithal edilen istatistiksel dnem
ilk Buzagilama Yasi 28.8 ay 27.6 ay P<0.01
305 giinliik Sut Verimleri 6.182 kg 6.281 kg P<0.05
Toplam Siit Verimleri 6.761 kg 6.897 kg P<0.01
Laktasyon Siiresi 333.9 glin 338.1 glin P<0.05
Servis Periyodu 132.7 glin 143.4 gin P<0.01
Kurudaki Siire 79.2 giin 77.3 gln P>0.05
Verimli Yagam Siiresi 21.6 ay 36.1 ay P<0.01
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Calismada, Italyan Holsteinlerinin {lkemiz hava ve
barinak kosullarina ¢ok iyi adapte oldugu, Turki-
ye’de doganlara nazaran ilk buzagilama yaslarinin
dastigl, sut verimlerinin 6nemli oranda arttigi ve
verimli yasam surelerinin ¢gok daha fazla oldugu
gOrulmektedir (9).

Bu galismanin bir devami niteliginde, TUGEM ile
TDSYMB'’nin birlikte yurattikleri yeni bir “Yavru
(Dél) Kontroli Projesi” hayata gegirilmistir. Bu pro-
je kapsaminda, soy kutugu kaydi tutulan isletmele-
rin bulundugu farkli iller (Antalya, Aydin, Balikesir,
Burdur, Bursa, Denizli, Edirne, Eskisehir, Isparta,
izmir, Kirklareli, Konya, Manisa, Mugla, Sakarya,
Samsun, Tekirdag, Aksaray, Kastamonu, Amasya,
Corum, Canakkale ve Usak) projeye dahil edilmis-
tir (8).

Bu kapsamda, izmir / Menemen Suni Tohumlama
laboratuvari bogalarin barindiriimasi ve sperma
uretimi igin tahsis edilmistir. Ayrica Manisa / Bey-
dere Tohum ve Sertifikasyon Mudurligu karantina
ve sperma Uretimi 6ncesi yetistirme yeri olarak
kullanilmistir. Proje kapsaminda, segcilerek tohum-
lanmis ineklerden dodan erkek buzagilar ilk 6-8
hafta icerisinde bir komisyon tarafindan gorulerek
gelisme durumu bakimindan degerlendiriimektedir.
Degerlendirme sonucu olumlu olan erkek buzagi-
lar satin alinmakta ve Menemen Suni Tohumlama
laboratuvarlarinda barindiriimaktadir (8).

Boga adayi erkek buzagilar, 15 giin karantinada
tutulmakta, bir yasini tamamladiktan sonra Merkez
Birligi tarafindan yetkilendirilen bir komisyon tara-
findan siniflandinimaktadirlar. ~ Siniflandirmada
basarili olan bogalara sperma kalite testi yapil-
makta ve en basarili bogdalar sperma alimi igin
kullanilmaya aday olarak belirlenmektedir. Sperma
alimindan 6nce Merkez Birligi'nin belirledigi bir
komisyon tarafindan aday adayi bogalarin biyime
ve dis gorunus ozellikleri tekrar degerlendirilmek-
tedir. Sperma muayenelerinde, sperma o6zellikleri
yeterli gorilen bogalardan sperma alimi yapilmak-
ta ve elde edilen spermalar depolanmaktadir. De-
polanan spermalar illerin soy kittgiine kayith inek
sayisi dikkate alinarak Ucretsiz olarak ilgili illere
tahsis edilmektedir. Bu spermalar, ilk buzagisini
dogurmus (1. laktasyondaki) ineklerin tohumlan-
masinda kullaniimaktadir. Bogalarin saglik testleri
Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Ensti-
tisu tarafindan ydritilmektedir. Testlerde herhan-
gi bir olumsuzlukla karsilasildiginda bogalar kesi-
me gonderilerek, onceki testten itibaren (retilen
spermalar imha edilmektedir (8).

Her bir aday bogadan alinan ilk 500-750 doz sper-
ma, diger bogalardan alinan spermalarla birlikte
kanisterlere karisik bir sekilde konularak illere gon-
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derilmektedir. Aday bogalarin spermalari Gye islet-
melerde ikinci buzagisina gebe kalacak ineklere
rastgele, planlama yapilmadan kullaniimaktadir.
Sonugta, her aday boda spermasi ile en az 120
inek (ortalama 150 inek) gebe birakilmaya calisil-
maktadir. Hedef, her boganin en az 20 (ortalama
30) kizinin 1. laktasyon kaydinin alinmasidir. Her
bir aday bogadan alinan spermalardan 15000 do-
zu Istasyon ve I Birlikleri araciligi ile piyasaya sii-
rilmektedir. Geri kalan aday boga basina 5000
doz sperma ise damizlik deger tahmini sonugclari
kesinlesinceye kadar, laboratuvarlarda saklanmak-
tadir (8).

Aday bogalarin spermalari ile tohumlanan 1. lak-
tasyonundaki ineklerden elde edilen kizlar, yakla-
sik 15-16 aylik iken tohumlanmaktadir. Bu kizlarin
dodum yapmalarinin ardindan, laktasyonda bulun-
duklan sure igerisinde verim kayitlari alinan ve
laktasyon sonunda vyapilacak degerlendirmeyle
aday bogalar siralanmaktadir. Siralamada ilk 10'a
giren bogalarin spermalari soy kuttigu kaydi tutu-
lan isletmeler oncelikli olmak kaydiyla kullanima
sunulmaktadir. Ayrica, Yavru Kontroli programi
suresince hayvanlarin saglik ve hastaliklarla ilgili
testleri bir program dahilinde yapilmaktadir (8).

Yukarida belirtilen proje isleyisi kapsaminda uUreti-
len spermalarin satilmasi i¢in 2002 yilinda pazar-
lama agi olusturulmus olup, bu amagcla
TDSYMB'nin iki tonluk azot tanki monteli bir kam-
yonu calismaktadir. Tablo 2 ‘de gosterildigi Gzere;
Menemen Suni Tohumlama Laboratuvarr’na yavru
kontrolli projesi kapsaminda yedi déngu tamam-
lanmig, bu doéngilerde toplam 136 boga adayi
gelmis, bunlardan 93 tanesi teste dahil edilerek
spermalari alinmig, test érnekleri isletmelere gon-
derilmis ve bircogunun kizlarinin verim &zellikleri
elde edilmistir (18). Damizhk Sigir Yetistiricileri
Merkez Birligi 2013 Boga Katalogu'na gore, toplam
57 adet progeny teste tabi tutulmus boganin sper-
masI bulunmaktadir. Bogalardan iki tanesi Simen-
tal, U¢ tanesi Esmer, geriye kalan 52 tanesi ise
Siyah Alaca irkidir. Katalogta, bodalardan 47 tane-
sinin kizinin verim ozelliklerinin belirlendigi, geriye
kalan 10 adet bogdadan besinin Siyah Alaca, UgU-
nin Esmer ve ikisinin Simental oldugu ve heniz
kizlarinin verilerinin bulunmadigi gézlenmistir (17).

Dunyada ise progeny test calismalari farkh deger-
lendirme skorlari ve farkl kriterlere gére gercekles-
tirilmektedir. Her Ulkenin toplam deger indeksinde
(Total Merit Indeks-TMI) Uretim ve tip 6zellikleri
degerlendirme yontemlerine goére farkl isimlerde
ve agdirliklarda yer almaktadir. Amerika Birlegik
Devletleri degerlendirme yontemlerinde TMI, TPI
ya da NM olarak adlandirirken; isveg, TMI; Dani-
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Tablo 2. Yavru (Ddl) Kontroll Projesi-son durum, Ekim 2013 (18)

istasyona Elde spermasi Test spermasi Halen spermasi ; .
I - - < Istasyondaki
Dongii gelen aday bulunan boga dagitilmis alinan boga bod
< 2 oga sayisl
boga sayisi sayisi boga sayisi sayisi

1 34 26 26 0 0

2 24 18 18 0 0

3 22 10 10 0 0

4 23 19 19 0 0

5 9 8 8 0 0

6 10 6 6 0 0

7 14 6 6 6 14

Toplam 136 93 93 6 14

marka, S-indeks; Kanada, LPI; italya, PFT ya da
ILQM; Almanya, RZG; Fransa, ISU; Yeni Zelanda,
BW; ingiltere ise TOP olarak adlandirmaktadir.
Her indeksin degerlendirme skalasi da farkh olabil-
mektedir. Buna gore, bir boganin TMI'sit Amerika
Birlesik Devletlerinde 1418 olarak gosterilirken,
isveg'te TMI: 19 olarak ya da Iingiltere’de TOP: 506
olarak degerlendirilebilmektedir. Stt protein orani,
sut yag orani, tip, dayaniklilik, meme saghg, fertili-
te ve hastaliklara diren¢ baglica degerlendirmeye
alinan kriterlerdir (4). Progeny testin basarisi her
Ulkenin resmi kriterlerine gore farkliliklar gosterir.
Ulkelerin kendi yetistirme hedefleri vardir ve bunlar
zamanla gelistirilir ve boylelikle uluslararasi TMI da
degisir (14).

Sonug¢

Sonug olarak; progeny test, basta verim 6zellikleri
olmak uzere saglik, dayanikhlik ve fertilite yonun-
den Ustiin ozelliklere sahip olan ve bu genetik po-
tansiyellerini gelecek kusaklara aktarabilecek hay-
vanlarin segiminin yapilabildigi yéntemdir. Bu dog-
rultuda ginimuzde birgok Ulkede progeny test
calismalari yapilmaktadir. Turkiye'de 1989 yilinda
ilk olarak hayata gegirilen TUGEM ile ANAFI tara-
findan ortaklasa gerceklestirilen, TURK-ANAFI
projesi kapsaminda, sahada sagilan st miktarinin
belirlenmesi icin, ineklerin kayit altina alinmasi
uygulamasi Turkiye igin de baglamis oldu (9). Ca-
ismada, italyan Holstein irki ineklerin (lkemizin
hava ve barinak kosullarina ¢ok iyi adapte oldugu,
Tirkiye'de doganlara nazaran ilk buzagilama yas-
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larinin  distigu, sut verimlerinin 6nemli oranda
arttig1 ve verimli yasam surelerinin ¢ok daha fazla
oldugu goérilda (9). Bu projenin devami niteliginde,
TUGEM ile TDSYMB'nin birlikte yiiriittiikleri yeni
bir “Yavru (D6l) Kontroll Projesi” hayata gegirilmis-
tir. Proje isleyisi kapsaminda Menemen Suni To-
humlama Laboratuvar’nda yedi déngu tamamlan-
misg, test drnekleri isletmelere gdnderilmis ve birgo-
gunun kizlarinin verim o6zellikleri elde edilmistir
(18). Son elde edilen verilere gére, Damizlik Sigir
Yetistiricileri Merkez Birligi 2013 Boga Katalo-
gu'nda, toplam 57 adet progeny teste tabi tutulmusg
boganin spermasi bulundugu belirlenmistir (17).
Progeny test uygulamalarinda 6nemli olan, ilgili
ulkenin kendi kosullari icerisinde en fazla yarar
saglayacak bogalari secip, bu bogalarin spermala-
rini kullanarak hayvansal Uretimini artirmasidir.
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Disi Kopeklerde GnRH Agonistlerinin Reprodiiktif Kullanimi
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Ozet: Son yillarda pet hayvan reprodiiksiyonu alanindaki galismalar GnRH agonisti deslorelinin kullanimi {izerine yo-
gunlagsmistir. Deslorelin, kigik dozda yavas salinim gosteren implant formundadir. Calismalar, andstrustaki disi kopek-
lerde Ostrusun uyariimasi, prepubertal disilerde dstrusun baskilanmasi ile uzun sireli kontrasepsiyon lizerine odaklan-
mistir. Fakat hala &strus siklusunun farkh evrelerindeki GnRH uygulamalarina iliskin bilgi eksiklikleri bulunmaktadir.
Glinimuzde, GnRH agonist implantlari, dstrus siklusunun geri doniisimli baskilanmasi yaninda andstrustaki disi ko-
peklerde fertil kizginhklarin uyariminda dopamin agonistlerine alternatif olarak kullanim alani bulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Disi kdpek, deslorelin, GnRH agonist, reprodiksiyon

Reproductive Use of GnRH Agonists in Bitches

Summary: In recent years, studies have focused on use of GnRH agonist desloreline in small animal reproduction.
Desloreline is in the form of an implant exhibiting slow release at low doses. Research has focused on the use of
GnRH implants for long-term contraception the induction of oestrus in anoestrus and suppression of oestrus in
prepubertal bitches. However, there is still lack of information about GnRH treatment in different stages of oestrus
cycle. Nowadays, GnRH agonist implants can be used as an alternative to dopamine agonists to induce fertile oestrus
of bitches in anoestrus as well as to suppress oestrus.

Key Words: Bitch, desloreline, GnRH agonist, reproduction

Girig

GnRH, memelilerde reproduktif fonksiyonlarin du-
zenlenmesinde rol oynayan dekapeptit yapida bir
hormondur (13,23,24,31). Yarilanma omru 2-4
dakika olup pulzatil olarak her 20-30 dakikada bir
hipofizyal portal sisteme salinmaktadir (24,29).
Her salinim LH dalgasi olusturmakta fakat FSH
dalgasi olusturup olusturmadigi belirsizdir. GhRH
pulzasyon sikhgi, ovulasyon 6ncesi LH dalgasinin
yogun oldugu dénemde en fazla, luteal fazda ise
en dusuktir. Endojen GnRH sekresyonunun ara-
ikl salinim sikhigina sahip olmasi gonadotropin
fonksiyonunun sirekliligi icin gerekmektedir (1,24).

GnRH analoglari ve etki bigimleri

GnRH agonist ve antagonistleri disi ve erkek ko-
peklerde fertilitenin ve reproduktif olaylarin kontro-
linde yaygin kullanim alani bulmaktadir (1,24,25).
GnRH antagonistleri uygulandiklarinda 6nemli
miktarda histamin salinimi, mast hiicre degranu-
lasyonu, 6dem ve anaflaktik reaksiyonlara neden
olabilmeleri ve Uretim maliyetlerinin ylksekligi gibi

Gelig Tarihi/Submission Date :26.02.2014
Kabul Tarihi/Accepted Date  : 30.04.2014

sebeplerle agonistlerine goére kullanimi sinirli kal-
maktadir (12,25). GnRH antagonistleri, GhnRH re-
septdrlerine baglanabilmek icin endojen GnRH ile
yarismakta, reseptorlere baglanarak endojen
GnRH’nin reseptdrleri uyarmasini engellemekte ve
sonugta gonadotropinlerin ve steroidlerinin salini-
minda ani bir disis meydana getirmektedirler
(1,29).

GnRH agonistleri, enzimatik yikimlanmalarla degi-
sime ugramis GnRH’ ya benzeyen peptidlerdir
(1,12,25).Yarilanma o6murlerinin  uzun olmasi,
GnRH agonistlerinin dogal GnRH’dan daha diisik
dozlarda uygulanmalarina olanak saglar ve hipo-
fizdeki gonadotropin iceriginde azalma meydana
gelir (3). GnRH agonist tedavilerinde akut ve kronik
olarak iki faz tanimlanmaktadir. Akut faz, FSH ve
LH’nin birkag gln artigi ile karakterizedir ve bu
hormonlarin bazal seviyelere distsuyle sonlanir.
Kronik faz ise GnRH reseptorlerinin agoniste si-
rekli maruz kalmasi, LH'nin pulzatil salinim meka-
nizmasinin bozulmasi ve sonugta LH ve FSH sen-
tezinin azalmasi ile karakterizedir. Bunun sonu-
cunda follikullerin gelisimi, 6strojen sentezi ve ovu-
lasyon durur. GnRH agonisti esik degerin tzerinde
seyrettigi strece LH miktarindaki eksiklik devam
eder (18).
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GnRH agonistleri ile fertilite kontrolii

Gunumuzde disi képeklerde Ostrusun uyariimasi
amaciyla yaygin olarak bromocriptin (4,21,40)ya
da cabergoline (5,10,11,14,15,16) gibi dopamine
agonistleri kullaniimaktadir. Cabergoline ile yapi-
lan calismalarda tedavi edilen hayvanlarin %
80’inden fazlasinda Ostrus sekillenmekte ve bu
sikluslar ovulasyonlu olup gebelikle sonuglanmak-
tadir (5,10,11,14,15,16). Son yillarda bu ilaglara
alternatif olarak disi kopeklerde Ostrusu uyarmada
GnRH agonistleri  kullaniimaktadir  (35,36,37).
GnRH agonist uygulamalarinin baglangicinda FSH
ve LH konsantrasyonlarinda birka¢ giin sirebilen
belirgin artis meydana gelir ki, bu etki flare-up ola-
rak tanimlanir. Bu durum bazen ovulasyonlu ba-
zen de ovulasyonsuz bir 6strus uyarimiyla karakte-
rizedir (34,37). Ozellikle andstrus dénemindeki
kopeklerde 6strusun uyariminda GnRH agonistleri
basarili sonuglar vermektedir. GnRH agonisti
desloreline, implant formunda iki formulasyonda
(47 mg ve 94 mg) kullanilabilmektedir
(8,20,27,28,32,33). Deslorelin tam bir GhnRH ago-
nisti yapisinda olup GnRH’nin aminoasit yapisinda
yer alan glisinin yerini D-triptopanin almasiyla
olusmustur. Tanimlanan bu 6zellik nedeniyle
deslorelinin dolagimdaki yarilanma émru artmakta-
dir (25).

Kaya ve ark. (20), puberte dncesi donemdeki disi
kopeklerde deslorelin implantin “flare-up” etkisine
neden olmadigini ve bu etkinin 6zellikle puberteye
yakin dénemlerde olusup olusmadidina yonelik
yeni ¢calismalara ihtiya¢ oldugunu bildirmiglerdir.

GnRH agonisti deslorelin ile yapilan ¢alismalarda
Ostrus uyarma oranlarinin %65’in Uzerinde, fertilite
sonuglarinin ise %25-69 arasinda degistigi belirtil-
mektedir (8,35,36). implantin uygulandigi anda
kopegin siklusun hangi safhasinda oldugu, implan-
tI uzaklastirma ve ovulasyon zamani gibi faktorle-
rin fertilite sonuglarini etkileyebilecegi arastirmaci-
lar tarafindan bildiriimektedir (8,35,36,37). Ostru-
sun uyarilmasi amaclyla yapilan bir arastirmada
(8), farkli irktan 32 kopek iki gruba ayrilmis, 1. gru-
bu bir dnceki 6struslarindan 80-160 gin gecmis 8
kopek, Il. grubu ise bir énceki 6struslarindan 200-
590 glin gegcmis 24 kdpek olusturmustur. Tum ko-
peklerin deslorelin implant yerlegtirildikten ortala-
ma 4.3+1.4 gun sonra (2-6 gun) kizginhga geldigi,
ovulasyon oraninin I. ve Il. grupta sirasiyla; %62.5
ve %87.5 olarak saptandigi belirtiimistir. S6z konu-
su arastirmada deslorelin implant uygulamalarinin
anodstrustaki kdpeklerde 6strusu uyarmada kullani-
labileceg@i sonucuna variimigtir.

Diger bir arastirmada (29), andstrusta olan ve bir
onceki sikluslarindan en az 160 giin gegmis 16 digi
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kopekte 6strusu uyarmak amaciyla deslorelin imp-
lant (4.7mg) uygulanmistir. Uygulamadan sonra
Ostrusun uyariima orani %100, ovulasyon orani %
81.3, gebelik orani ise %68.8 olarak saptanmistir.
Walter ve ark. (37) 4.7 mg. dozda deslorelin imp-
lantin andstrus dénemindeki kdpeklerde o6strusu
uyardigini ve ovulasyonun sekillendigini ifade et-
mislerdir.

Uzun sireli olarak agoniste maruz kalmak, gona-
dotrop hiicrelerin ylizeylerindeki GnRH reseptorle-
rinin down-regulasyonu ile sonuglanir. LH'nin pul-
zatil salinimi bozularak, LH ve FSH sentezleri aza-
lir. Bu durum endojen GnRH’ya karsi hipofizer
yaniti bozar. Esik deg@erin altindaki FSH salinimina
follikliler gelisimin ve ovulasyonunun sekilleneme-
mesi eslik eder (18). Boylece GnRH agonistlerinin
uygulanma surelerine bagh olarak disi kdpeklerde
Ostrusu uyarma yaninda Ostrusu geri donusumli
olarak baskilama Ozellikleri de karsimiza ¢ikmak-
tadir (22,27).

GnRH agonistleri, erkek ve digi kbpeklerde repro-
diktif fonksiyonu geri doéntsumlu olarak baskila-
mada herhangi bir yan etki gdstermeyen depo
formulasyonlari ile genis bir uygulama alani bul-
maktadir (7,18,27,34,38). Nafarelin ve deslorelin
koépeklerde bu amagla Uretilmis GnRH agonistleri
olmakla beraber, deslorelin populer ve yaygin kul-
lanim alani bulmustur. Deslorelinin daha az yan
etkiye sahip olmasi, uzun sireli salinimi ve uygu-
lanma rahathdi gibi avantajlari ile sirt hayvanciligi
yaninda kedi ve kopek reprodiiksiyonunda da uy-
gulama sansi bulmustur. Deslorelin, hem disi
(6,18,28,30,38) hem de erkek (7,19,34) kopekler-
de uzun sureli implant formunda, yan etki goster-
meksizin hipofizdeki gonadotroplarin GnRH resep-
torlerinin down-regulasyonunu saglayarak, repro-
diktif fonksiyonlari baskilayabilme potansiyeline
sahiptir. Erkek kopeklerde sirurjikal kastrasyonun
dondsimsiiz olmasi, operasyona bagh travmalar,
anestezi riski ve bazi hayvan sahiplerinin bunu bir
segenek olarak gormemeleri gibi dezavantajlari
bulunmaktadir (7,18). Bu nedenlerle hormonal
tedaviye yonelinerek, GnRH agonistlerinin kdpek-
lerde surekli uygulanmasi ile anti-fertilite ajanlari
olarak kullanimi klinik uygulamada yerini bulmus-
tur (7,12,19,25,27).

Andstrus donemindeki disi kopeklerde deslorelin
implant ile 8strus uyarimini énleyebilmeyi arastiran
Corrada ve ark. (6) uygulamadan (10 mg) doért gun
Oncesinden baslanilarak kisa sureli megestrol ase-
tat (2mg/kg; 8 gun) uygulamasinin ostrus belirtileri-
ni 6nlemede basarili sonuglar verdigini bildirmigler-
dir. Bunun yani sira, agonist uygulamalarinda eger
plazma progesteron konsantrasyonlari 5ng/ml’nin
altindaysa genellikle 4-8 giin icerisinde dstruslarin
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sekillendigi ve bu 6struslarin agonist uygulamasin-
dan Once veya sonra 2 mg/kg dozda oral proges-
teron uygulamasiyla baskilanabilecegdi ifade edil-
mektedir (38). Anostrustaki disi kopeklerde yapilan
baska bir calismada ise, deslorelin implantindan
Once progesteron uygulamasinin implant uygula-
masi sonrasi gorilen prodstrus ve dstrus belirtileri-
ni bes kdpekten sadece bir kdpekte engelleyebildi-
di g6zlenmistir (30).

Uzun etkili GnRH agonist tedavilerinden sonra
Ostrus belirtileri gbstermeye devam eden bazi ko-
peklerin uygulamaya yanit vermedikleri, calisma
gruplarinda varyasyonlar olusturduklari, bu farklli-
gdin GnRH’nin down-regilasyonuna neden oldugu
ve bu durumun her bireyin farkli genetik duyarlili-
gindan kaynaklanmis olabilecegi vurgulanmakta-
dir. Bu kdpeklerde daha ylksek doz tedavilerin ise
kontraseptif etki saglayamadigi da bildiriimektedir
(18).

Reproduktif siklusu baskilamak igin andstrus ve
didstrusta olan kdpeklere Romagnoli ve ark. (28),
tarafindan 4.7 mg ve 9.4 mg deslorelin implant
uygulanmistir. Andstrustaki on kopekten dordu
Ostrus gosterirken, didstrus donemindeki kdpekle-
rin higbirisinin 6strus bulgulari gdstermedigi belirtil-
mektedir. Bu calismada herhangi bir yan etki goz-
lenmeksizin, Ostrusun uyarilma orani 6/10 olarak
saptanmistir. Didstrus déneminde 4.7 mg deslore-
lin uygulamalarinin 4.5 ay, 9.7 mg deslorelin uygu-
lamalarinin ise 12 aydan daha kisa bir stre 6stru-
su baskilamada basarili sonuglar verdigi sonucuna
varilmistir.

Wright ve ark. (38), deslorelin implantin ardindan
gorilen prodstrus-6strus belirtilerinin 6nlne gegile-
bilmek icin megestrol asetat kullandiklarini, me-
gestrol asetat verilmeyen sadece deslorelin imp-
lant uygulanan gruptaki dokuz kdpekten dordinun
Ostrus gosterdigini bildirmektedirler. Bu kdpeklerin
Ostrus déneminde ciftlestirildigi, yalniz iki tanesinin
gebe kaldigi, fakat gebeliklerin 40. giin civarinda
abortla sonuglandigi ifade edilmektedir. Abortlarin
sebebi ise, deslorelinin GnRH reseptorlerinde
down-reglilasyona neden olarak plazma LH sevi-
yesini dusurmesine ve bunun sonucunda korpus
luteumun gerilemesine baglanmaktadir (38).

GnRH agonisti deslorelinin ciddi yan etkilerinin
olmadidi ¢ok sayida arastirmaci (18,25,33,34,38)
tarafindan belirtiimektedir. Bunun yani sira, deslo-
relin uygulanmig yash disi kbpeklerde bireysel ola-
rak, uzamis vaginal akinti, kalici éstrus, idrar ka-
cirma gibi yan etkilerin az da olsa gozlemlendigi
bildirilmektedir (9,26). Benzer sekilde 6strusu bas-
kilamak amaciyla deslorelin implant uygulanan
yedi yas uzerindeki disi kdpeklerde follikiler kist,

A.GUNAY

uzamis Ostrus, pyometra gibi yan etkiler olustugu
da belirtiimektedir (2).

Gebeligin sonlandiriimasi

Kopeklerde LH'nin luteotrop hormon olarak gebelik
suresince progesteronun luteal sekresyonunda
gerekli bir hormon oldugu (6), GnRH agonistlerinin
LH hormonunu baskilama etkisi ile gebeligin son-
landiriimasi amaciyla kullanilabilecegi bildirilmek-
tedir (17,39). Gingor ve ark.(17), GnRH agonisti
olan deslorelini, kopeklere deri alti yolla giftlesme
sonrasi 20-25. gunlerde uyguladiklarini, uygula-
mayi! takiben progesteron degerininin sekizinci
ginde gebeligin devami igin gerekli olan miktarin
altina dustiuginu ve 10. glinde tek doz PGF,, uy-
gulamasi ile birlikte kombine edildiginde gebeligi
sonlandirabildigi sonucuna varmislardir. GnRH
agonistlerinin gebeligin sonlandiriimasinda, diger
abort uyariima uygulamalarindan daha zahmetsiz,
ucuz ve az yan etki olusturmasi avantajlari ile ko-
peklerde rutin gebeligin sonlandirma ydntemleri
arasina girebilecegi bildiriimektedir (17).

Sonug

Son yillarda kiiglik hayvan reprodiiksiyonu alanin-
daki calismalar, GnRH agonistlerinin kullanimi
Uzerine yogunlasmistir. Andstrus donemindeki disi
kopeklerde disik dozda yavas salinim gosteren,
yan etkileri cok daha az olan GnRH agonist imp-
lantlan, fertil kizginliklarin uyariminda dopamine
agonistlerine alternatif olarak kullanim alani bul-
maktadir. GnRH agonistlerinin uygulanma sireleri-
ne bagh olarak, kdpeklerde 6strusu uyarma yanin-
da, Ostrusu baskilama Ozellikleri de avantaj olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Prepubertal kopeklerde
Ostrusun donusimll olarak baskilanmasi, uzun
sureli kontrasepsiyon ve uzamis andstrus olgulari
Uzerine daha fazla arastirmaya yonlenilmesi ge-
rekmektedir. Kopek reprodiksiyonu alaninda
anostrustaki veya didstrustaki disi kopeklerde Ost-
rusun uyarilmasi Uzerine gebelik sonuglar elde
edilen ¢calismalarda basarili sonuglar alinmig, fakat
Ostrus siklusunun degisik evrelerini goéz o©nlne
alinarak agonist kullanimina yonelik klinik ve en-
dokrinolojik calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Ozet: Ruminantlarin gastrointestinal nematod enfeksiyonlarinin kontroliinde anthelmentiklerin yogun kullanilmasi sonu-
cunda bu ilaglara karg! direng gelismis ve bu durum diinya genelinde birgok Ulkede buyik bir sorun haline gelmistir.
Sirekli kullanilan, benzimidazol, imidazothiazol ve makrosiklik laktonlara karsi Haemonchus, Teladorsagia ve
Trichostrongylus gibi 6nemli nematod cinslerinde direng olgulari bildiriimektedir. Buna ilaveten gastrointestinal nematod
populasyonlarinda coklu ilag direnci de tespit edilmistir. Gastrointestinal nematodlarin bu anthelmentiklere karsi direng
kazanmasi ruminantlarda buyik ekonomik kayiplara, saglik ve hayvan refahi problemlerine yol agmaktadir. Bu derle-
mede direng gelisiminin mekanizmalari, direng tespit yontemleri, direng kontrol stratejileri ve anthelmentik direngliliginin
Turkiye'deki durumu ele alinmistir.

Anahtar Kelimeler: Antelmentik direncliligi, gastro-intestinal nematodlar, ruminantlar

Anthelmintic Resistance in Gastro-Intestinal Nematodes of Ruminants

Summary: The intensive use of anthelmintics for the control of gastro-intestinal nematode infections of ruminants has
resulted in the development of resistance that has become a major practical problem in many countries worldwide.
Anthelmintic resistance to benzimidazoles, imidazothiazoles and macrocyclic lactones has continuously been reported,
particularly for the important genera, Haemonchus, Teladorsagia and Trichostrongylus. Furthermore, multiple
drug-resistant populations of these gastro-intestinal nematodes have also been detected. Anthelmintic resistance
developed in these nematode parasites of ruminants causes a large amount of economic losses, health and welfare
problems worldwide. In this review, it is aimed to explain the mechanism, various detection methods, control strategies

and the status of anthelmintic resistance in Turkey.

Key Words: Anthelmintic resistance, gastro-intestinal nematodes, ruminants

Giris

Anthelmentik direngliligi, énceden duyarli oldugu
bir anthelmentik ilaca karsi parazit popllasyonla-
rinda meydana gelen duyarlihk kaybidir (7, 44,
53). Olusan bu direng yeni nesillere aktarilabilmek-
tedir (31, 53). Gastrointestinal nematodlar butlin
dinyada hayvan saghgini ve refahini olumsuz
etkileyerek buyik ekonomik kayiplara neden olan
ve yaygin gorulen parazitlerdir. Gegen yuzyilin
ortalarindan bu yana anthelmentik ilaglar kontrol
programlarinin temel ve vazgegilmez unsurlari
olmustur. Mera hayvanciliginda kemoterapiye yuk-
sek oranda bel baglanmasi zaman i¢inde gastroin-
testinal nematodlarda anthelmentik ilaglara karsi
direng gelisimine neden olmustur (39). Gunimuz-
de ruminant ve tek tirnakhlarin gastrointestinal
nematodlarina karsi yaygin anthelmentik direnglili-
di olgular rapor edilmektedir (7, 26, 45, 50). Din-
ya genelinde koyun yetistiriciliinde c¢ogunlukla
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Haemonchus, Teladorsagia, Ostertagia ve
Trichostrongylus ve daha az oranda da Cooperia
ve Nematodirus cinslerine ait turler anthelmentik
direncliligi tespit edilen baskin turler olmustur (39).

Bir parazit populasyonunda tek bir antelmentik
turtine karsi direng gelismekle beraber, makrosiklik
laktonlarda oldugu gibi o gruptaki bir antelmentige
karsi gelisen duyarlilik kaybi grubun diger tyeleri-
ne karsi da olusabilmektedir (53). Yapilan arastir-
malar gastrointestinal nematodlarda birgok anthel-
mentik grubuna kargi gelisen direngteki hizlh artisin
mera hayvanciligi yapan bdttn ulkeleri tehdit eder
duruma geldigini gostermektedir (27, 29, 39).
Gastrointestinal nematod enfeksiyonlarinin kontro-
linde kullanilan anthelmentik ilaglarin sik ve si-
rekli kullanimlari ile direng teshisinde yasayan guig-
IUkler yetistiricilikte dnemli bir maliyet olusturmak-
tadir. Bu ilaglara karsi gelisen diren¢ bir yandan
yetigtiricilik maliyetlerini yikseltirken, diger taraftan
hayvan sagligi ve refahini olumsuz etkilemektedir.
Bu nedenle, son yillarda arastiricilarin bu konuya
ilgisinin giderek arttig1 gortlmektedir (12, 27).
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GUnumuzde yaygin olarak kullanilan anthelmentik-
lerin gelecek yillarda da kontrol programlarinin
temel segenegdi olacagi distncesi, bu kimyasallara
karsi nematodlarin geligtirdigi direncliligi geciktir-
meye yonelik arastirmalar arttirmistir (1, 26, 29).
Bu konudaki arastirmalarin temel amaci, 6zellikle
gastrointestinal nematodlarda anthelmentiklere
karsi gelisen direncliligin teshis ve izlenebilmesi
icin guvenilir ve standardize edilmis yontemler
gelistirmektir.

Anthelmentik Direngliliginin Tarihi

Anthelmentik direngliligi ilk olarak 1950’lerin sonu-
na dogru koyunlarda Haemonchus contortus’un ve
tek tirnakhlarda cyathostominlerin meydana getir-
dikleri enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan phe-
nothiazine karsi bildirilmistir (12, 29). Helmintlere
karsi geligtirilen ilk genis spektrumlu antibiyotik
grubu olan benzimidazollerin 1961 yilinda kullani-
minin Uzerinden daha birkag yil gegmeden koyun-
larda H. contortus, Teladorsagia circumcincta ve
Trichostrongylus colubriformis’e ve tektirnakh cyat-
hostominlerine karsi diren¢ geligtigi bildiriimistir
(29). Yapilan calismalar, 1970’lerin ortalarinda
koyun ve tek tirnaklilardaki ¢ok sayida nematod
tirine karsi benzimidazol ve imidazothiazole—
tetrahydropyrimidine grubuna, 1980’lerde ise aver-
mectin—milbemycin grubu anthelmentiklere karsi
direng gelisimini ortaya koymustur (12, 29). Gast-
rointestinal nematodlarin ¢ok sayida anthelmentik
grubuna karsi gelistirdigi ilag direngliligi tim din-
yada dyle bir noktaya gelmistir ki, 1990’li yillarda
anthelmentik direncliligi mera hayvani yetistiriciligi-
nin en buyuk problemi haline gelmistir (12, 13, 63).

Anthelmentik Direngliliginin Geligimi

Gastrointestinal nematodlarda gelisen anthelmen-
tik direngliligi, tedavi sikhidi gibi bazi 6nemli faktor-
lerin varhdina baghdir. Ayni grup anthelmentik ile
sik tedavi edilen hayvanlarin parazitlerinde hizh bir
diren¢ olusumu gelistigi bildiriimektedir (16).

Anthelmentik direngliligi gelisiminde rol oynayan
bir diger 6nemli faktor, yetersiz dozlarda kullanilan
anthelmentiklerdir. Zira bu durum bazi heterozigot
direngli parazitlerin canlihdini sdrdirmesine ve
direncli suslarin seleksiyonuna da katki saglamak-
tadir (17). Anthelmentik ilaglarin farkh hayvan tar-
lerinde biyoyararlanim oranlarinin, yani ayni tar
parazitlere karsi etkin dozlarinin farklh olmasi farkl
hayvan turlerinin bir arada yetistirildigi c¢iftliklerde
direng gelisiminin dnemli bir nedeni olabilmektedir.
Ornegin kegilerde anthelmentiklerin etkili dozlar
koyunlarda uygulanan dozlarin 1.5-2 katini bulabil-
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mektedir (22). Bir arada yetistirilen kegi ve koyun-
lara ayni dozda anthelmentik uygulanmasi, kecile-
rin yetersiz doz ilag almasina ve bir kisim gastroin-
testinal nematodlarin daha direngli olarak kurtula-
bilecekleri anlamina gelmektedir. Bu durum kegi-
lerde gelisen anthelmentik direngliligi énemli ne-
denlerinden birisi olarak ifade edilmektedir (22).

Uzun slre ayni grupta yer alan anthelmentiklerin
kullanimi da direnglilik gelisiminde rol oynamakta-
dir. Bu ilaglarin etkili konsantrasyonlari zaman
icinde azalmaktadir. Cogu zaman profilaktik amag-
la yapilan suri ilaglamalari yaygin diren¢ olusumu-
na neden olmustur. Kontrolsiiz hayvan hareketleri
de anthelmentiklere diren¢ saglamis parazitlerin
yayllmasinda 6nemli bir faktor olarak belirtiimekte-
dir (25, 27, 44).

Bir parazit popllasyonunda anthelmentiklere karsi
direncliligin gelismesinde etkili baslica dort faktor
bildirilmektedir. Birinci faktor, anthelmentik etkisine
maruz kalmamis populasyondaki (refugia) parazit
sayisidir. Direng gelisimindeki esas sorun sagaltim
sonrasi canli kalan ve gelistirdigi direnci sonraki
nesillere aktaran parazitlerin oranidir. Bu orandaki
fazlalk direnglilik gelisimini artirirken, bunun aksi-
ne sagaltima maruz kalmamis parazitlerin varligi
direnglilik gelisimini yavaslatmaktadir (7, 26, 27,
40, 61).

ikinci faktér, seleksiyona ugramamis nematodlarda
gen frekansidir. Tedavi edilmemis bir popilasyon-
da direng genlerinin frekansi, anthelmentik direng-
liliginin ne kadar hizli gelisecegini belirleyen en
onemli faktordir. Tabiatta bir parazit populasyo-
nundaki parazitlerde rastgele mutasyonlar olusabi-
lir ve bunun siklikla ortaya ¢ikmasi da anthelmen-
tik direncliligi gelisimini hizlandirabilmektedir (7).
Metabolizmaya etki eden ¢esitli enzim mekanizma-
lari, antelmentigin tasinmasi ya da anthelmentikle-
rin baglandigi reseptor bolgelerindeki mutasyonlar
bu genetik cesitlilik icinde var olabilmektedir. Bir
anthelmentik ilaca dlzenli olarak maruz kalmis bir
nematod populasyonunda parazitler, degisiklige
ugramis genomu ile evrimsel bir avantaj sagla-
maktadir. Seleksiyona ugramamis bir populasyon
icinde 6zel bir ilaca karg! direng kazanmis parazit-
lerde mutasyon ya da mutasyonlarin ne kadar yay-
gin oldugu bilinmemektedir. Bir parazit populasyo-
nunda antelmentige hi¢c maruz kalmamis parazit-
lerde allellerin kodladigi diren¢, mutasyonun sonu-
cu olarak ortaya ¢ikabilmektedir (39).

Uglincli faktér, anthelmentik direngliliginin geneti-
giyle ilgilidir. Nematodlardaki direng genleri domi-
nant degil de resesif ise diren¢ daha hizli gelis-
mektedir (7). H. contortus’larda benzimidazol gru-
bunun, cambendazol veya levamizol direncinin
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(23, 52), T. colubriformislerde levamizol direncinin
resesif 6zellik gosterdigi bildirilmistir (37).

Dorduncu faktor ise, seleksiyona ugramamis para-
zitlerin biyolojik uygunlugudur. Direng¢ gelisim orani
ayrica direngli parazitlerin duyarli parazitlere
(yumurtlama, konakta inhibe olma, merada canli
kalabilme, otlara go¢ edebilme ve konak tarafin-
dan alindiginda enfeksiyon olusturabilme kapasite-
leri gibi) biyolojik yénden uygun olup olmamalarina
baghdir (40).

Anthelmentik Direngliliginin Mekanizmasi

Direncin yonetim ve kontroliinde anthelmentik far-
makolojisinin bilinmesi iki 6nemli katki saglamakta-
dir. Bunlardan birincisi, biyolojik deneyler ve Poli-
meraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yardimiyla bir pa-
razit populasyonu iginde gelisen direncin dlgiimd,
karsilastirlmasi ve izlenebilmesinde amaciyla in
vitro test yéntemlerinin tasarlanmasidir. ikincisi ise
cesitli paraziter formlara ya da genotiplere karsi
matematiksel modeller dizayn ederek kontrol stra-
tejileri gelistiriimesidir.

Benzimidazol direncliligi

Benzimidazol direngliliginin mekanizmasinin agik-
lanmasinda bir dizi farmakolojik ve molekiler tek-
nikten yararlaniimigtir. Yapilan arastirmalar, benzi-
midazollerin mikrotubulleri bozdugunu ve B-tubulin
Uzerinde bulundugu sanilan baglayici bir kisim
bulundugunu ortaya koymustur. ilag hedefi olarak
B-tubulin kesfedildikten sonra molekdler galigmalar
H. concortus’un tubulin izotipleri izerine yogunlas-
mistir. Haemonchus concortus ve diger trichost-
rongylid nematodlarla yapilan deneysel ¢alismalar
acikca gOstermistir ki, bu parazitlerde benzimida-
zol direngliligi B-tubulin izotip 1 geninde nokta mu-
tasyona neden olmakta ve sonraki seleksiyonlarin
sonucunda poptlasyonun izotip 2 alleli tamamiyla
kaybolmaktadir. Bu genlerdeki nokta mutasyonlar
sekans (dizi) analizi ile teshis edilebilmektedir (7,
26, 40, 53, 62).

imidothiazol / Tetrahidroprimidin (nikotinik
agonistler) direncliligi

imidothiazol  (levamizol) ve tetrahidropriminin
(pyrantel, morantel ve oxantel) antelmentikler niko-
tinik asetil kolin reseptorlerini (hAAChR) hedef ala-
rak néro muskuler reseptdr agonisti olarak etki
gOstermekte ve nematodlarda spazmli felce neden
olmaktadir. Bu antelmentiklere karsi nematodlarin
gelistirdigi direngliligin ayni mekanizmalarla ger-
ceklestigi dusunllmektedir (45, 52). Levamizol gibi

M. KOSE

yaygin kullanilan ve nematodlarin kas membranla-
rinda kolinerjik agonisti olarak etki gésteren imidot-
hiazol anthelmentiklere karsi gelisen direngliligin
biyokimyasal mekanizmalari hala tam olarak agik-
iga kavusturulamamistir. Ancak, deneysel calis-
malar bu direngliligin molekulin baglandigi hedef
kisimlardaki degisiklige bagh oldugunu ortaya koy-
mustur (37, 47, 53). Radyoligand baglayici testler
ile yapilan g¢alismalarda, toz halinde amino-
levamizolin H. concortus’un nikotinik asetil kolin
reseptorlerine iki bolgede baglandigi gérulmuistur.
Direncli nematodlarda levamizoliin baglandigi bol-
gelere affinitesi duyarli nematodlarda gérilenden
¢ok daha zayif olmaktadir (52, 53). Giglu levami-
zol direnglili§i gbésteren Caenorhabditis elegans
tirinde nAChR alt Unitesini kodlayan birka¢g gen
identifiye edilmis, daha sonra band-kelepce teknigi
yardimiyla bireysel nAChR’lerin 6zelliklerine baka-
rak direnclilik mekanizmasiyla ilgili bazi bulgular
elde edilmistir (18). Bu c¢alismalar sonucu, direngli
ve duyarli Oesophagostomum dentatum izolatlari-
nin levamizol ile aktive edilmis reseptor kanal
akimlarinda da birtakim degisiklikler saptanmigtir.
Direngli ve duyarli izolatlarda reseptér sayilari ben-
zer olsa da, tahmini kemoterapétik ila¢ konsantras-
yonu analiz edildiginde direngli izolatlarda duyarli
olanlara gore daha dusuk aktif kanal bulundugu
gorulmustur. Ayrica direngli izolatlarda levamizol
reseptorlerinin desensitizasyonunda azalma oldu-
gu ileri surdlmustir. Diger nikotinik agonistlere
karsi geligsen direncliligin biyokimyasal temelinin de
levamizol direncine benzer sekilde oldugu seklinde
kanitlar mevcuttur (48).

Makrosiklik lakton direncliligi

Diinya genelinde yapilan cesitli in vitro ve saha
calismalarda makrosiklik laktonlar ve milbemy-
cinlere karsi gastrointestinal nematodlarin direngli-
lik gelistirdigi bildirilmistir (13, 53). Bazi ¢calismalar-
da ise, etki mekanizmasi ve kimyasal yapilariyla
benzerlik gosteren bu anthelmentiklerin direng
gelisim mekanizmalari arasinda farkliliklar oldugu
One slrulmektedir (13, 36, 53). Moxidectin
(milbemycin) ile ivermectin kombinasyonuna di-
rencli H. concortus’larin tek basina kullanilan
moxidectine duyarl olduklari gortlmdastur (6).

Haemoncus concortus izolatlarinda tekil bir majér
gen tarafindan kontrol edildigi bildirilen ivermectin
direncinin (36), T. colubriformis izolatlarinda daha
fazla gen tarafindan kontrol edildigi (21) molekdler
calismalarla ortaya konmustur. ivermectin uygula-
masi sonrasinda duyarli ve direngli H. concortus
turlerinin farinks kaslarindaki etkilenmis hedef bol-
gelerde meydana gelen yutkunma refleksi inhibis-
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yonunda da farkliliklar gézlenmistir (30, 53). Mak-
rosiklik laktonlarin H. contortus’un GIuCl kanal alt
Unitesini kodlayan genlerde bozukluklara neden
oldugu éne suriilmistir. ivermectin direnci yéniin-
de seleksiyona ugrayan nematodlarda GluCl kanal
a alt Gnite geninin tekil bir allelinin klonlanmasinda
azalma oldugu bildirilmigtir. Yeni yapilan arastir-
malar makrosiklik laktonlara karsi gelisen direncin
bu sekilde olabilecegini gdstermektedir (4).

Anthelmentik Direngliliginin Tespiti

Gastrointestinal nematodlarda anthelmentik di-
rengliliginin  6neminin anlasilmasi, arastiricilari
direngliligin teshis ve takibinde glvenilir ve stan-
dardize edilebilir yontemler gelistirmeye sevk et-
mistir (5, 26, 61). Ginumuzde gastrointestinal ne-
matodlarda anthelmentiklere karsi gelisen direngli-
ligin tespit ve izlenmesinde in vivo ve in vitro test-
ler ile molekuler tabanli teknikler kullaniimaktadir.

Anthelmentik Direngliliginin Tespitinde
Kullanilan In Vivo Testler

in vivo testlerle anthelmentik etkinliginin tespitinde,
arastirmada kullanilan hayvanlarin kesilmesi ve
olgun parazitlerin sayllmasina bagl olarak maliyet-
lerin artmasi ve zaman alici olmasi, hayvanlardaki
ilag farmakodinamiklerine bagli testlerden elde
edilen sonuglarin tekrarlanabilirliginin distuk olma-
si gibi bir takim dezavantajlar vardir (61).
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Diskida yumurta sayisi azaltma testi (FECRT)

Anthelmentik direngliliginin tespiti amaciyla diinya-
da en yaygin olarak kullanilan testtir. Dinya Vete-
riner Parazitolojiyi Gelistirme Dernegi (WAAVP)
tarafindan da kullanimi tavsiye edilen FECR testi,
antelmentigin kullanilacagi gun ile tedaviden 10-14
gun sonra elde edilen gram digkidaki yumurta sa-
yilarinin (EPG) karsilastirilmasi esasina dayan-
maktadir. Yumurta sayisinda azalmanin %95’ten
disik olmasi test edilen nematod populasyonunda
o antelmentige karsi direnclilik geligtigi seklinde
yorumlanmaktadir (5, 6).

Kontrollii etki testi (CET)

Anthelmentik verilmis hayvanlarda gastrointestinal
nematodlarin kesim sonrasi kantitatif miktarlarinin
tespiti esasina dayanan ve saha galismalarina
uygun olmayan bu guvenilir yontem, laboratuar
hayvanlariyla yapilan deneysel ¢calismalarda dada
¢ok kullaniimaktadir. Testin uygulanmasinda dnce-
likle laboratuvar hayvanlari kullanilacak antelmen-
tige duyarli ve direngli gastrointestinal nematod
izolatlariyla ile ayri ayri enfekte edilmekte, daha

sonra bu hayvanlar rastgele segilerek sagaltim
yapilan ve yapilmayan gruplara ayrilmaktadir. Te-
daviden 10-15 giin sonra nematodlar toplanmakta,
identifiye edilmekte ve sayllmaktadir (28, 64).

Sonuglarin analizi agsagidaki formillere gére yapilmaktadir (5).

Gruptaki hayvan sayisi =n;

N= S ”

Aritmetik ortalama: X=X, /n,

Varyans: 5T=0Q,X; —(Z/,Xl/)2 In)/(n; =1)

Rediksiyon Ylizdesi: R=100(1-X,/X,)

X

t

: Tedavi sonrasi yumurta sayisinin aritmetik ortalamasi

X . : Kontrol grubu yumurta sayisinin aritmetik ortalamasi

c

Yaklasik %95 gliven limitleri:

Red(iksiyon varyansi (log scale):
Ust giiven limiti: 1 00[1 - X,/ X, exp(-2.048VY? )J

Alt giiven limiti: 100[1 — X,/ X, exp(+2.048Y” )J

214

Y2 =82 /n X248 /n X2



Erciyes Univ Vet Fak Derg 11(3) 211-220, 2014

Kritik Anthelmentik Testi (CAT)

Bu teknik, anthelmentik sagaltimdan dort giin son-
rasina kadar diskilarin toplanmasi, parazitlerin
sayimi ve kesimden sonra hayvanda kalan parazit-
lerin yuzdesinin hesaplanmasi esasina dayanmak-
tadir. Bu testin avantaji, her hayvanin teker teker
degerlendirilebilmesi ve kontrolli etki testinden
daha az hayvan gerektirmesidir (27).

Anthelmentik Direngliliginin Tespitinde
Kullanilan In Vitro Testler

Yumurtadan cikis testi (EHA)

Bu test, benzimidazol grubu anthelmentiklere karsi
gelisen direnci tespit edebilen bir dizi yéntemin
jenerik ismidir. Bu testler, benzimidazollerin ovisi-
dal etkileri ve direncli izolatlarin yumurtalarinin
duyarh olanlara goére daha yuksek benzimidazol
konsantrasyonlarinda embriyonize olabilmesi ve
larvalarin yumurtadan g¢ikabilmesi esasina dayan-
maktadir. Burada temel amag, Ozellikle suda iyi
¢ozunebilen thiabendazol gibi anthelmentiklerin
seri konsantrasyonlarinda henliz gelisme goster-
memis nematod yumurtalarini inkube etmektir.
Antelmentigin farkli konsantrasyonlarinda gelisen
veya 6len yumurtalarin orani tespit edilir, kontrol
grubundaki dogal olimler 6l¢i alinarak doz-yanit
sinirt belirlenir. Elde edilen verilerin istatistiksel
yontemler ile islenmesi sonucunda yumurtalarin %
50’sini oldirebilen ilag konsantrasyonu (EDsg) he-
saplanir (1, 8, 27).

Larval gelisim testi (LDA)

Bu yontem, yumurtadan ¢ikis testlerine gére daha
zaman alici ve zahmetli olmasina ragmen makro-
siklik laktonlarin da iginde bulundugu genis spekt-
rumlu anthelmentik gruplarinin tamamina karsi
gelisen direngliligin tespitinde kullanilabilmektedir.
Testin benzimidazol, levamizol ve ivermektin di-
rengliliginin tespitinde kullanigh oldugu bildirilmistir
(24). Bu yontemde nematod yumurtalari kultire
alinarak elde edilen birinci donem dénem larvalar
cesitli konsantrasyonlarda anthelmentiklerin ilave
edildigi sivilara ya da jelatin6z besi yerlerine akta-
rilmakta, ilacin Gglincl larva donemine kadar etkisi
hesaplanmaktadir (8, 27). Bu testin FECR ve EHA
testlerine gére daha duyarli oldugu, %10 oraninda-
ki direngliligi bile tespit edebildigi bildirilmistir (14).

Eriskin gelisim testi (ADA)

Trichostrongylid nematodlarda benzimidazol di-
rengliligini tespit etmek amaciyla gelistirilmis bir
yontemdir. Haemonchus contortus’'un yumurta

M. KOSE

Uretebilen erigkin nematod oluncaya kadar kultire
edilmesi esasina dayanmaktadir. Karmasik kultir
metotlari gerektirmesi nedeniyle daha ziyade aras-
tirma maksatli kullaniimaktadir (27).

Larval paraliz testi (LPA)

Bu yontemde, gastrointestinal nematodlarin enfek-
tif Gglinct dénem larvalari anthelmentiklerin gesitli
sulandirmalari ile 24 saat siireyle inkube edilmek-
tedir. Bu surenin sonunda, larvalarin hangi kon-
santrasyonda paraliz olduklarina bakilarak belirle-
nen esik doz, referans izolatlarla mukayese edil-
mektedir. Direngli izolatlarda yiksek dizeyde ase-
tilkolin esteraz (AChE) inhibitoru tespit edilmesin-
den hareketle modifiye edilen yonteme gore; tric-
hostrongylid larvalari bir asetilkolin esteraz inhibi-
tor olan eserin ile inkube edilmis ve thiabendazol
direncliligini tespit etmede yararli olabilecegi kana-
atine varilmistir (27, 57).

Larval motilite testi (LMT)

Bu testin benzimidazol ve makrosiklik lakton di-
rengliliginin tespitinde kullanigli oldugu bildirilmistir.
Bu testte 3. dénem larvalarin ilacin seri konsant-
rasyonlari ile 25 °C’de karanlik ortamda inkube
edilerek 1sikla uyarildiktan sonra elektronik dedek-
torle veya slizgecten go¢ ya da gbézlem gibi metot-
lar kullanilarak motiliteleri 6l¢tlmektedir (19, 20).

Eriskin migrasyon inhibisyon testi (AMIA)

Bu test, domuzlarda Oesophagostomum denta-
tum'un benzimidazol ile pyrantele duyarli ve di-
rengli izolatlarini ayirt etmekte kullaniimaktadir.
Erigskin parazitler kesim sonrasi toplanmakta, 30
dakika slreyle antelmentigin gesitli konsantrasyon-
lari ile inkube edildikten sonra migrasyon odalarina
alinmaktadir. Por genisligi 300-500 uym olan Polia-
mid meglerde 30 dakika slreyle go¢ etmelerine
izin verilmektedir. ilacin konsantrasyonlari ile doza
duyarh bir egri araciligi ile migrasyon inhibisyonu
tespit edilebilmektedir (42, 43).

Biyokimyasal (kolorimetrik) testler

Nematodlarda benzimidazol direnci tubulin’in an-
telmentige affinitesinin azalmasi ile ortaya ¢ikmak-
tadir. Bu yontemde toz haline getirilmis benzimida-
zolln Gglinct donem larvalarin tubulin ekstraktlari-
na baglanmasina bakilarak direnclilik teshis edil-
mektedir. Bu testin oldukga hizl ve gigli oldugu,
yuksek tekrar edilebilirlige izin verdigi, duyarli oldu-
du, parazit popilasyonunda en kugik diren¢ degi-
sikligini bile tespit edebildigi ve fazla sayida larva-
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ya ihtiya¢ duydugu, fakat rutin tetkikler icin uygun
bulunmadigi bildiriimistir (34, 51). Biyokimyasal
testlerde; benzimidazole direncli ve duyarh tric-
hostrongylid nematod izolatlarinin spesifik olma-
yan esterazlari ile asetil kolin esterazlari mukaye-
se edilmektedir. Kolorimetrik testlerde benzimida-
zol direngli nematodlarin enfektif larvalarinda ben-
zimidazole duyarl larvalara gore spesifik esteraz
aktivitesinin 6nemli miktarda yiksek oldugu ve bu
durumun direncin teshisinde kullanilabilecegi bildi-
rilmistir (56).

Molekdiiler tabanli testler

Anthelmentik direngliliginin tespiti igin yapilan son
calismalar molekiler tabanl testlere odaklanmis-
tir. NUkleik asit tabanl tekniklerle anthelmentiklere
duyarli nematod izolatlarinda %1 oranindaki di-
rencgli bireyleri ortaya koyabilmektedir (49). Mole-
kiler bazli teknikler ile daha ¢ok benzimidazol di-
renci Uzerinde arastirmalar yapiimistir. Calismalar,
siklikla ruminantlarin trichostrongylid nematodlari-
nin izotip-1 B tubulin geninin kodon 200’Unde feni-
lalaninin tirosine degistidi mutasyon Uzerinde dur-
mustur (33). Burada potansiyel problem tek bir
nokta mutasyonunu baz alan testlerin direncin
birden fazla mutasyondan ileri geldigi durumlarda
yetersiz kalmasidir (46). Bu durum, direncin tespiti
igin birden fazla prob kullaniimasi gerekliligini orta-
ya koymaktadir. Birgok parazitik nematodta bulu-
nan, direngten sorumlu mutasyon allellerin frekan-
sinin incelenmesinde bunun kullanilabilecegi bildi-
rilmistir (27). Benzimidazole direngli nematodlarin
tespitinde allel-spesifik real-time PCR ydnteminin
kullanilabilecedi de ortaya konmustur (2, 41, 49,
62). Allel-spesifik B tubulin kodon 200 PCR ile
PCR-RFLP yontemlerinin kombine edilmesi ile H.
contortus, Trichostrongylus colubriformis ve Tela-
dorsagia circumcincta Gg¢inct dénem laravalarinin
identifiye edilebildigi bu ydntemin benzimidazol
direncinin tespitinde kullanilabileceg@i bildirilmistir
(55). Levamizol ve makrosiklik laktonlara karsi
gelisen direncin molekiler tabaninin anlagiimasin-
daki guglukler real-time PCR ile direng tespitinin
optimize edilmesini geciktirmektedir. Bu konuda
henuz yeterli bilgi birikimi saglanamamustir (7, 27).

Tiirkiye’de Anthelmentik Direngliligi

Turkiye'de kiglk ruminatlarin gastrointestinal ne-
matodlarinda anthelmentik direngliligi Gzerine ilk
arastirma Tinar ve arkadaslar (58) tarafindan Gu-
ney Marmara Bolgesi'nde yedi koyun ve bes kegi
surusunde FECR testi ile yapilmistir. Arastirmada
albendazol ve thiabendazol kullanilan tim giftlikler-
de ortalama FECR degerleri %95-100 bulunmus,
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buna karsilik bir koyun ve dort kegi ciftliginde tetra-
mizolliin etkisinin yetersiz oldugu ve ivermectinin
sadece bir kegi ¢iftliginde yumurta sayisini dusar-
medigdi gorllmustur. Tetramizol tedavi gruplarinin
fekal kulturlerinde Teladorsagia spp. ve H. contor-
fus Uguncu dénem larvalar izole edildigi, tetrami-
zole karsi trichostrongillerde direng tespit edildigi
fakat diger anthelmentik gruplarina karsi heniz
direng gelismedigi bildiriimistir. Kése ve arkadasla-
r (32), Afyonkarahisarda yedi koyun ciftliginde
albendazol, oksfendazol-oksiklozanid kombinasyo-
nu ve ivermectin kullanarak yaptiklari arastirmada
bes ciftlikte ivermectin gruplarinda diren¢ belirle-
misler, FECR ortalama degerlerini sirasiyla %
68.57, %46.42, %84.41, %65.21 ve %91.66 olarak
hesaplamiglardir. Arastiricilar, diger anthelmentik-
lere karsi direng gelismedigini ve direngli gruplarda
yapilan digki klltirlerinde H. contortus ve Oesop-
hagostomum sp. Uglnci dénem larvalari izole
ettiklerini bildirilmiglerdir. Cirak ve arkadaslan (11),
Avustralya’dan ithal edilen ve Uludag Universite-
si'nde karantinaya alinan 49 Saanen irki kegiyi
dort gruba ayirarak bu hayvanlara albendazol,
ivermectin ve levamizol uygulamislardir. Deney
gruplarinda FECR ortalama degerlerini tedaviden
15 glin sonra sirasi ile %57, %28 ve %86 bulmus-
lardir. Fekal kulturlerde Haemonchus veTeladorsa-
gia (albendazole), Teladorsagia (ivermectin) ve
Haemonchus (levamisole) Gglincu dénem larvalari
izole ettiklerini bildirilmiglerdir. Yapilan in vitro yu-
murtadan ¢ikis testinde ise EDsydegeri 0.73 pg/mi
olan thiabendazol benzimidazol direnci tespit edil-
mis ve bu sonucun Turkiye’de ruminantlarin tric-
hostrongylid populasyonlarinda belirlenen ilk ¢oklu
(multipl) anthelmentik direngliligi oldugu bildirilmis-
lerdir.

Cirak ve ark. (10) tarafindan Marmara Bdlgesi'nde
tektirnaklilarda yapilan iki ¢caligmadan birincisinde
Parascaris equorum’da makrosiklik lakton direnci,
ikincisinde ise (9), pyrantel ve makrosiklik lakton
direnci tespit edilmigtir.

Turkiye'de gastrointestinal nematodlara kargi di-
ren¢ gelisimine neden olabilecek yukarida ifade
edilen nedenler fazlasiyla mevcut olmasina rag-
men, hayvanlarda bu parazitlere karsi ortaya ¢ikan
direngliligi ortaya koymak Uzere konvansiyonel
tekniklerle yapilmis pek az g¢alisma mevcut olup,
molekuler tekniklerin kullanildigi higbir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Bu nedenle Turkiye'de gatroin-
testinal nematodlarda anthelmentik direncliligi ko-
nusunda daha genis arastirmalarin yapilmasina
ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Direncin Kontrolii

Hayvanlarin gastrointestinal nematod enfeksiyon-
larinin etkili ve surdurulebilir sekilde kontrol edile-
bilmesinde anthelmentik direngliligi halen yetistiri-
ciligin en buylk problemlerinden biri olmaya de-
vam etmektedir (3, 7, 40, 59). Anthelmentik direng-
liliginin kontrol altina alinmasinda, anthelmentik
etkilerine maruz kalmamis parazit populasyonlari-
nin korunmasinin énemi uzun zaman 6nce yapilan
calismalar neticesinde ortaya konmustur (38, 59).
Sagaltimdan canli kurtulan nematodlarin direngli
nesillerin olusturulmasina yapacagi katkinin bir
sekilde sinirlandiriimasi gerekmektedir. Anthel-
mentik etkiye maruz kalmamis nematod populas-
yonlari (refugia) direngli nematodlarin sayisinin
azaltiimasinda kritik 6neme sahiptir. Bu nematod-
larin kaynagl meradaki larvalar, tedavi edilmemis
hayvanlar ve konak hayvandaki ilaca duyarli olma-
yan inhibe gelisme formlaridir. Rotasyonel otlatma
gibi meradaki larva sayisini etkili bir sekilde azal-
tan bir mera yo6netim sisteminin etkili bir anthel-
mentikle birlikte nematod kontroliinde kullaniimasi
direncin seleksiyonuna neden olmaktadir. Kuraklik
meradaki larvalarin sayisinin azalmasinda etkili
olan diger bir faktérdir. Glney yarim kirede ant-
helmentik direngliliginin seleksiyon hizinin bati
Avrupa’dan daha ylksek olmasinin nedeninin ku-
rakhk esnasinda etkili bir anthelmentik sagaltimi
neticesinde meralardaki larva sayilarinin dramatik
bir sekilde azalmasi oldugu dusinidlmektedir (7,
27, 35, 40).

Altelmentik etkiye maruz kalmamis nematodlarin
oranini yikseltmek i¢in hedef secerek yapilan sa-
galtimda sadece agir enfekte hayvanlar tedavi
edilmektedir. Anthelmentik direngliliginin sagaltil-
mamig bir miktar hayvan kaldiginda daha yavasg
gelisiyor olmasi, kontrollii ve hayvanlarin saghgini
etkilemeyecek dizeyde surliiden bazi hayvanlarin
sagaltiminin yapilmadigi bir kontrol yontemi gelisti-
rilmisti. FAMACHA adi verilen bu yéntemde H.
contotus ile enfekte sdrllerde belirli araliklarla
aneminin dulzeyi izlenerek sadece siddetli anemi
gOsteren hayvanlarin sagaltimi yapildigi belirtil-
mektedir (60). Bdylece, meralarda anthelmentik
etkisine maruz kalmamis larvalarin sayica artiril-
masi suretiyle direngliligin geciktiriimesi veya kont-
rolinin saglanabilecegi 6ne surilmektedir (54,
60). ilk defa meraya gikacak buzagilarin etkili bir
anthelmentik tedaviden sonra yasli hayvanlarla
cikarildigi mera yonetim sisteminde direncin disuk
dizeylerde kalacagi ifade edilmektedir. Hayvanla-
rin otladigi meralarin degistiriimesinin direncin
seleksiyonunu yavaslattigi, fakat yeni meralarda
uygun tedavi zamanlamasinin dizenlenmesinin
zaman alacagi belirtilmektedir (12, 54, 60).

M. KOSE

Anthelmentik ilag kombinasyonlarinin direnglilik
gelisiminde azalmaya yol actigi iddia edilmisse de
(3), ilag kombinasyonlarin pahali olmasinin yanin-
da bunlara karsi da direnglilik geligebildigi ifade
edilmistir. Nitekim bir¢ok Ulkede sigirlarda benzimi-
dazol-levamizol kombinasyonlarina karsi nematod-
larda direng gelisimi bildirilmigtir (7).

Direncli nematodlarla enfekte hayvanlarin karanti-
naya alinarak genis spektrumlu ve farkl bir anthel-
mentikle sagaltim yapilmasindan en az 48 saat
sonra yeniden meraya salinmasinin direng gelisi-
min yavaslatacag ifade edilmistir. Ancak bu meto-
dun bagarili olabilmesi igin, hayvanlarin yeniden
meraya birakilmadan 6nce direngli, canli hi¢ bir
nematodun bu hayvanlarda kalmadigindan emin
olunmalidir (15). Ingiltere’de makrosiklik lakton
direncinin varligi bildirilen sigirlarda gastrointesti-
nal nematodlarin benzimidazol ve levamizol ile
sagaltildigi bildiriimekle birlikte karantina tedbirleri-
nin direng gelisimine etkisi hentiz tam olarak anla-
silamamistir (7).

Gastrointestinal nematodlarda anthelmentik di-
rengliliginin kontroll icin alternatif yontemler de
gelistirilmistir. Bunlar; gastrointestinal nematod
enfeksiyonlarina direngli hayvan yetistirmek, akilci
mera ydnetim sistemleri, iyi besleme, antiparaziter
asllar gelistirme, bitkisel kokenli molekuller ve me-
ralarin tanenden zengin bitkilerle desteklenmesi,
biyolojik kontrol gibi yontemlerdir (7, 26, 27, 40).

Sonug

Gastrointestinal nematodlara karsi gelisen anthel-
mentik direngliligi, 6zellikle meralarda yapilan hay-
van yetigtiriciliginde blylk ekonomik kayiplara
neden olmakta, hayvan sagligi ve refahini olum-
suz etkilemektedir. Dinyanin her yerinde ve 6zel-
likle mera hayvanciliginin yaygin yapildigi giiney
yariklirede gastrointestinal nematodlara kargi ant-
helmentik direngliligi olgularinin bildirilmesi, bu
sorunun diinya ¢apinda bir yetistiricilik sorunu ol-
dugunu gostermektedir. Son yillarda hizli bir geli-
sim gosteren molekdller biyolojik teknikler de ant-
helmentik direncliliginin hizh tespiti ve izlenmesin-
de, direng mekanizmalarinin anlasilmasinda aras-
tiricilara umut vermektedir.
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Summary: A female Terrier dog with the age of 11 was brought to our hospital with complains of anorexia, loss of
weight, lethargy and abdominal swelling. In the abdominal palpation, a mass extending towards the caudal in the right
quadrant was identified. Presence of a mass was confirmed in the direct radiographic examination, which supports the
clinical finding. In the abdominal ultrasonography it was determined that the liver had lost its homogenous structure,
there was free fluid in the abdomen, and the liver borders were irregular. The ALP, total protein, ALB and GGT were
identified as 328 IU/L, 2.74 g/dl, 1.85 g/dl and 12.2 U/l respectively in the biochemical analysis. Experimental
laparotomy was applied to the case and a diffused mass was identified in the liver. Samples were taken from the
neoplastic masses during the operation and the abdomen was closed after identifying diffused neoplastic formations in
all lobes. Following the histo-pathological examination of the sample, the patient was diagnosed with hepatocellular
carcinoma. In this paper, it was aimed to report the clinical, radiological, ultrasonographic, biochemical and
haematological findings of a hepatocellular carcinoma observed in a dog.

Key Words: Biochemical analysis, dog, hepatocellular carcinoma, ultrasonography

Bir Kopekte Hepatoselliiler Karsinom

Ozet: 11 yash disi Terrier irki kdpek, anoreksi, zayiflama, uyusukluk ve abdominal genisleme sikayetlerii ile hastane-
mize getirilmistir. Abdominal palpasyonda abdomenin sag kadraninda kaudale dogru uzanan kitle belirlenmigtir. Olguda
direkt radyografik muayenede klinik bulguyu destekleyen kitle varligi teyid edilmistir. Abdominal ultrasonografide kara-
cigerin homojen yapisini kaybettidi, abdomende serbest sivi varligi belirlenmis ve karaciger sinirlarinin diizensiz oldu-
gu saptanmistir. Biyokimyasal analizde ALP’nin 328 IU/L, total proteinin 2.74 g/dl, ALB’in 1.85 g/dl, GGT’nin 12.2 U/I
oldugu belirlendi. Deneysel laparotomi yapilan olguda karacigerde yaygin kitle varligi belirlendi. Operasyon sirasinda
timoral kitlelerden ornekler alinarak tim loplarda yaygin timéral olusumlarin varliginin belirlenmesi (izerine abdomen
kapatildi. Alinan 6rnekten yapilan histopatolojik incelemede hepatoselliler karsinom tanisi kondu. Sonug olarak bir
kopekte rastladigimiz hepatoselliler karsinom olgusunun; klinik, radyolojik, ultrasonografik, biyokimyasal ve hematolo-
jik bulgularinin paylasiimasi amaglanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Biyokimyasal analiz, hepatoselliler karsinom, kdpek, ultrasonografi

Introduction commonly vary depending on a single or multiple
focal lesion presence or wide hepatic mass
presence (hyperechoic, hypoechoic, mix) (3). In
the present case presentation, it is aimed to report
the HCC case diagnosed in a dog admitted to our

hospital.

It is reported that the primary hepatocellular
tumors (Hepatocellular carcinoma, hepatoma) are
rarely seen in animals (6). Hepatocellular
Carcinoma (HCC) is most frequently observed in
dogs and cattle and less often in pigs and cats (6).
Canine HCC is divided into three  morphological

groups as massive, nodular and diffuse, and
massive lesion which involves a single liver lobe is
the most common one (4). Liver lobectomy is the
recommended therapy method and prognosis after
surgical excision is reported to be good in dogs
(4). It is defined in the literature that the
ultrasonographic findings of the cellular carcinoma

Gelig Tarihi/Submission Date :10.01.2014
Kabul Tarihi/Accepted Date  :26.02.2014

Case Presentation

A female Terrier dog with the age of 11 which was
admitted to Afyon Kocatepe University Veterinary
Faculty Animal Hospital and displayed complains
of loss of appetite and abdominal swelling in the
last two weeks constituted the material of the case
presentation. The case had a breast cancer
surgery 3 years ago. The abdomen was hanging
and stretched and a mass in the abdomen that
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Figure 1. Radiographic view of case (V/D)

extended from the right quadrant towards the
caudal was palpated. Direct radiography of the
abdomen was taken and abdominal
ultrasonography was performed. In the meantime,
venous blood sample was taken and biochemical
and hematological analyses were initiated (Tables
1 and 2). The liver was found to be enlarging
(hepatomegaly) towards the caudal in the
radiography taken in V/D position (Figure 1). In the
ultrasonography (USG), it was determined that the
liver had lost its homogenous appearance, its
borders became irregular, there was a

Table 1. Biochemical analysis results of case
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Figure 2. Ultrasonographic view of case

heterogeneous structure concordant with the
massive appearance and there was free fluid in
the liver. The hepatomegaly was confirmed with
the USG findings, which supported the
radiography (Figure 2). It was found in the
biochemical measurements that the alkaline
phosphatase (ALP) level increased whereas total
protein (TP), albumin and glucose levels
decreased (Table 1). Leukocytosis was detected in
the hematological examination. The hematocrit
(HCT) level together with mean corpuscular
volume (MCV) and mean corpuscular hemoglobin
(MCH) levels displayed a decrease (Table 2).

Parameter Results Reference range
ALT 47 U/L 5-60
AST 47 U/L 5-55
ALP 328 U/L 10-150
UREA 45.m mg/dL 18.8-55.6
T. Bilirubin 0.07 mg/dL 0.10-0.60
D. Bilirubin 0.00 mg/dL <0.3
Ca 9.4 mg/dL 8.7-11.8
P 3.59 mg/dL 2.9-6.2
TP 2.74 g/dL 5.5-7.5
ALB 1.85 g/dL 2.6-4.0
CK 445.9 U/L 14-120
LDH 160.7 U/L 24-219
GLU 46 mg/dL 60-125
GGT 12.2 U/L 1-10
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Table 2. Haematological findings of case

Z K. SARITAS, M.F. BOZKURT, M. KORKMAZ, .D. BASER, T. CIVELEK

Parameter Results Reference range
WBC 24.6X10%/L 6.0-17.0
RBC 5.69X10%L 5.50-8.50
HGB 11.0g/dL 11.0-19.0
HCT 33.0 % 39-56

MCV 58.1fL 62.0-72.0
MCH 19.3 pg 20.0-25.0
PLT 203x10%/L 117-460

Figure 3. View of the masses in the liver during surgery

Since these findings indicated a possibility of liver
failure and neoplasia, we decided to perform
experimental laparotomy after taking the
permission of patient's owner. After the support
therapy, preparations for the operation were made
and the experimental laparotomy on the median
line was performed. During laparotomy, the liver
was determined to be enlarging and diffuse
neoplastic formations were detected in all lobes
(Figure 3). Tumor surgery on the liver was not
considered since the neoplastic formations were
diffuse. Some samples were taken from the
neoplastic formations and the dog was awakened
after ensuring the homeostasis. Pain management

was provided by administering tramadol
intravenously in 2 mg/kg dose in the postoperative
period.

Histopathological examination

The gray mass of 3x2x2 cm dimensions which was
taken during the operation and sent in formol was
fixed in a neutral formalin solution for 48 hours.
Routine tissue processing was followed and it was
embedded in paraffin. Sections of 4-6 microns
were taken by using microtome.
Immunohistochemical staining was performed on
the sections with hematoxylin-eosin (HE) and by
using Ki-67 and pan-cytokeratin antibodies via the
avidin-biotin-peroxidase complex method. In the
microscopic examination, hypochromatic cell
islands that originate from the hepatocytes and
that are encompassed by thin connective tissues
and consist of cells that display atypical properties
with one or two nucleoli, round and big nuclei and
narrow cytoplasm were observed (Figure 4a). In
the immunohistochemical examination,
pan-cytokeratin, which is an epithelial tumor
indicator, was positive in most of the regions
(Figure 4b). Proliferation index was found
approximately 50% as a result of the staining
using Ki-67 (Figure 4c). Based on findings, the
case was diagnosed with HCC.

Discussion

It is reported that there is insufficient amount of
data regarding the clinical signs of HCC in dogs
(6). The non-specific clinical findings seen in dogs
are reported as anorexia, vomiting, ascites,
lethargy, loss of weight and abdominal swelling. It
is also suggested that the palpable abdominal
mass in the HCC can easily be detected (6).
Anorexia, loss of weight, lethargy and abdominal
signs of the current this case are in line matching
up with the literature. On the other hand,
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Figure 4 a,b,c. Histopathologic sections of mass

abdominal mass was detected in the radiography
and USG. Cucovillo and Lamb (1) performed the
ultrasonographic examination of the liver lesions of
21 dogs and 1 cat in their retrospective study and
they determined HCC in two cases in dogs. They
performed biopsy in one of these cases and they
reported that they applied necropsy or laparotomy
to the other. They determined an irregular
anechoic central region in the USG of the target
lesion in one of the cases. They thought that it was
the reflection of the necrotic tissue cavity. In this
case, it was determined that the liver lost its
homogenous structure, its borders became
irregular and it took a heterogeneous form. ALP is
a membrane-bound glycoprotein which is present
in many tissues. In the HCC case seen in a dog,
ALP level was determined as 9820/IU (2). The
high level of ALP in this case supports the
reported case. Moreover, an increase in
hypoalbuminemia and a decrease in the GGT
together with hypoglycemia were determined in
the biochemical analyses. In light of these
findings, development of liver failure was
concluded. Liver lesions in all lobes identified
during the experimental laparotomy supported the
results of biochemical analyses. It is reported that
serum alpha-fetoprotein (AFP) measurement can
be used in the diagnosis of HCC (5). The AFP was
not measured in this case.
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In the hemogram of the case; leucocytosis was
present; the haemoglobin was in the lower limit;
haematocrit was low; and the MCV was reduced,
all of which were considered to support the clinical
and histopathological findings. Surgery was not
performed in the present case since diffuse
neoplastic formations were present in all lobes of
the liver. In this study, it was aimed to report the
USG and laboratory findings of a 11 years old
female, Terrier dog with the HCC.
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