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Efficiency of Three PPRV Vaccines Commercially Available in Turkey

Hatice Mahur TURAN?, Emre OZAN?, Harun ALBAYRAK'™,
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1. Faculty of Veterinary Medicine, Department of Virology, Ondokuz Mayis University, Samsun.
2. Virology Laboratory, Veterinary Control and Research Institute, Samsun.
3. Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Department of Animal Health, Samsun.

Abstract: The efficiencies of three different commercially available Peste des petits ruminants virus (PPRV) vaccines were
evaluated on the basis of the antibody response surveyed by competitive enzyme-linked immunosorbent assay (c-ELISA)
and the results were confirmed by virus neutralization test (VNT) in sheep and goats. The study was conducted during the
period from June 2010 to January 2011 to determine the antibody response against three different commercially available
homologous PPR (Nigeria 75/1) vaccines. A total of 150 sheep and 50 goats of both genders were divided into three groups,
as Group 1, 2 and 3. Each group was inoculated one out of three vaccines. A total of three samples of were collected three
times from all the groups at pre- (day zero) and post-vaccination (18th days and gt months). The results indicate that
treated goats developed antibodies after the vaccination, while the most of sheep did not have any antibodies for PPRV.

Key words: Goat, PPRV, Sheep, Turkey, Vaccine.

Tiirkiye'de Ticari Olarak Kullanilan Ug Farkli PPRV Asisinin Etkinligi

Ozet: Koyun ve kegilerde ticari ii¢ farkl kiigiik ruminant vebasi virus (PPRV) asisinin etkinligi antikor cevabina dayali bir
metot olan competitive enzyme-linked immunosorbent assay (c-ELISA) ile kontrol edildi ve sonuglar virus notralizasyon testi
(VNT) ile dogrulandi. S6z konusu g¢alisma, Haziran 2010 ile Ocak 2011 tarihleri arasinda yapildi. Her iki cinsiyeti iceren 150
koyun ve 50 kegiden olusan galisma grubu, Grup 1, 2 ve 3 olmak Uzere Ug gruba ayrildi. Her gruba farkli bir agi uygulamasi
yapildi. Serum &rnekleri agilama 6ncesi (0. giin) ve asilama sonrasinda (18. giin ve 8. ay) olmak Ulzere toplam g kez alindi.
Arastirma sonuglarina gore, kegilerde PPRV’ye karsi antikor cevabi sekillenirken, koyunlarin ¢cogunda antikor cevabininin
sekillenmedigi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Kegi, PPRV, Koyun, Tirkiye, Asl.

I Harun ALBAYRAK
Faculty of Veterinary Medicine, Department of Virology, Ondokuz Mayis University, Samsun, e-posta: harunalbayrak55@msn.com
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INTRODUCTION

P este des petits ruminants (PPR) disease is a
severe fast spreading disease of mainly
domestic small ruminants caused by PPR virus
(PPRV) that belongs to morbillivirus genus of
Paramyxoviridae family. Highly pathogenic viruses
such as rinderpest, canine distemper, measles and
marine mammal viruses are closely related mem-
bers of the genus (Barrett et al., 2005). The disease
is characterized by sudden onset of depression,
fever, discharges from the eyes and nostrils, sores in
the mouth, disturbed breathing and cough, foul
smelling diarrhoea and death (Diallo, 1988; Albayrak
and Alkan, 2009; Ozmen et al., 2009).

The disease is considered as one of the major
threats to small ruminant production in its endemic
regions (Anonymous, 2009). Until the mid-1980s,
PPR was regarded as a disease of West African
countries. From that period onwards, the known
distribution of PPR has progressed towards the
Middle East, Iran, the Indian sub-continent, Turkey
and, recently some countries in Central Asia
(Kwiatek et al., 2007; Albayrak and Alkan, 2009).

As there is no suitable antiviral therapeutic
schedule to protect the animals against this disease,
vaccination is the only option for controlling the
PPR. The usual practice in Turkey is to use homolo-
gous vaccines. The main disadvantage of this
vaccine, like other Morbillivirus vaccines, is its poor
thermal stability (Siddique et al., 2006). A campaign
for PPR vaccination commenced, by Turkish
government, in 2010, but some of the sheep have
been diagnosed with PPR, even though they had
been vaccinated previously. This brought up the
question of the efficiency of vaccines. Official
Veterinary staff performed all the vaccine admini-
strations (unpublished data). The study was
conducted in Samsun, a city in Blacksea region (41°
17° N, 36°20° E). Previous studies have showed that
the disease is commonly seen in this region
(Albayrak and Alkan, 2009).

Therefore, the aim of this study was to investi-
gate the efficiency of three commercial PPR vaccines

in goats and sheep flocks in northern Turkey.

MATERIALS and METHODS
Animals

In this study, local flocks, consisting of both sheep
and goats, were used. Overall, 200 animals were
involved in the study (150 sheep and 50 goats). The
mean age of the animals at the beginning of the
study was 36 months (min.-max.=1-5 years). The
breeds of sheep were the local Karayaka breed,

while goats were Saanen and hair goat breeds.

Immunisation of Animals

The vaccination of animals was carried out on a
private farm in a village of Samsun, Turkey. The
immune response of PPR vaccine was studied on
150 sheep and 50 goats on the 18" day. However,
due to the reasoning of farm owner selling out some
of the animals during the period between the first
and second studies, the second study was per-
formed on a lesser sheep population (n=73). Both
sheep and goats were divided into three groups
according to the vaccine types used. Group 2 and 3
contained 50 sheep and 20 goats while group 1
contained 50 sheep and 10 goats. The flocks of
sheep and goat were vaccinated at different times.
All the flocks were vaccinated with same serial, but
different vial of vaccine given at the same time.
There are only three PPR vaccines commercially
available in Turkey. All the three vaccines are
lyophilised vaccines containing attenuated PPR
vaccine strain Nig 75/1 grown on the Vero cell line.
While the vaccine used for the 1 and 2™ group had
a minimum of 10*° TCIDs, (tissue culture infected
dose) of the virus for each dose, the vaccine given in
the 3" group had it at 10*° TCIDs, dose. All the

three vaccines contained 10 % sucrose and 5 %
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lactalbumin hydrolysate. Blood samples of each
animal were collected prior to the vaccination and
on the 18" day after vaccination and lesser number
of animals were also sampled on the 8" month after
vaccination. Blood samples were taken from the V.
jugularis. Blood tubes (without EDTA) were
centrifuged at 3,000 x g for 10 min, and the samples
were transferred into sterile tubes and stored at 20

°C until being used.

C-ELISA

Samples were examined for hemagglutinin protein
(H) of PPRV using specific PPRV monoclonal
antibody-based c-ELISA (Biological Diagnostic, UK).
The ELISA was performed according to the manufac-
turer’s instructions, as described elsewhere
(Anderson et al., 1991). Briefly, we used 50 ml of
each reagent in each step of the test. Incubation
was performed at 37 °C for 1 h on an orbital shaker
(Heidolph Titramax, Kelheim, Germany) in each
step, and the plates were washed three times after
each. Microtiter plates (Nunc, Roskilde, Denmark)
were coated with 1/100 dilutions of PPRV antigens
in phosphate-buffered saline (pH 7.4). Then, 1:5
dilutions were made and control sera added. The
dilution was made by adding 10 ml of serum
following the addition of 40 ml of blocking buffer
(0.1 % v/v Tween-20 and 0.3 % v/v negative anti-
PPRV serum). Afterwards, 50 ml of a 1/100 dilution
of the reconstituted pre-titrated monoclonal
antibodies (Mab) was added. Mab control wells
received 50 ml at the same concentration in
addition to 50 ml blocking buffer. Conjugate control
wells received 100 ml blocking buffer and 50 ml of
1/1000 dilution of rabbit anti-mouse horseradish
peroxidase conjugate. Freshly prepared or-
thophenylenediamine (OPD) containing 0.004 % v/v
hydrogen peroxide was added, and plates were
incubated at room temperature for 10 min before
the reaction was terminated by adding 50 ml 1M
sulphuric acid. The plates were read by a spectro-
photometer (Biotech ELX50, CA, USA) at 492 nm.

Optical Density (OD) values were calculated to

determine percentage inhibition of a given Mab
using the formula, as folows: % inhibition=100 X (OD
of sample/OD of control).

Virus Neutralisation Test (VNT)

A field isolate of PPRV (Lineage 4) was obtained
from the Virology Department of the Faculty of
Veterinary Medicine, Ankara University (GenBank
no. AF384687.1); a Vero cell line maintained with
Dulbecco’s Modified Essential Medium containing 5
% fetal calf serum was used for virus propagation
and neutralisation tests. The VNT was performed in
96-well plates. All sera samples were mixed in equal
volumes of 100 TCIDs, dilution of PPRV in four wells
for each sample and were incubated for one h at 37
°C. Then, the cell suspension was added into each
well. The plates were observed daily for up to five
days for morphological changes using an inverted
microscope (Olympus CKX 41, Japan). Positive
control serum was PPR antiserum (CIRAD-EMVT,

Montpellier, France).

RESULTS

In sheep, in all three groups, few sheep had
antibodies for PPRV prior to vaccination [2/50 in
group 1 and 3, 1/50 in group 2]. On the 18" day
post-vaccination, antibodies were detected from
only five additional animals in the 1* group. In the
2" group however, this number was only two, while
19 animals had antibodies in the 3™ group. At the g™
month post-vaccination, six out of 28 sheep in the
1% group and four out of 22 sheep in the 2™ group
had antibodies and, as expected, the highest
number of animals with the antibodies was in the
3" group, with 10 out of 23.

In goats, only one goat had antibodies prior to the
vaccination in the 3" group. However, on the 18"
day post-vaccination, all goats developed antibodies
in the 2™ and 3" groups, while seven out of 10
goats had antibodies in the 1% group. At the g

month post-vaccination, antibodies were detected
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from all goats from the 2" and 3" groups, as
expected, and in the 1% group only one goat did not
have antibodies (Table 1). All positive serum
samples were double-checked and confirmed by the
VNT.

DISCUSSION

Many serologic test methods have been used for
the diagnosis of PPR, such as c-ELISA and VNT (Gir
and Albayrak, 2010). The c-ELISA has a higher
specificity (98.4 %) and sensitivity (92.4 %) than the
VNT. The sensitivity of c-ELISA for PPRV infection
increases up to 95.4 %, if the target population is
not vaccinated (Singh et al., 2004).

The results of this study clearly indicated that
the three homologous PPRV vaccines commercially
used in Turkey do not constitute antibody response
in all sheep, except for goat flocks. Similar studies
have been conducted previously on the efficiency of

the PPRV vaccines that were the counterparts of

vaccines used in our study. However, the results of
those studies are not consistent with the present
results. For instance, a study from Pakistan showed
that sheep and goats both had 100 % of antibody
response to the vaccine (Intizar et al.,, 2009).
According to another study from India, the PPR
vaccine could have protected its potency for 14 days
even though it was kept in room temperature and it
could still have caused antibody response in goats
(Siddique et al., 2006). Our study revealed some
possibilities such that there could be noticeable
differences in protective potential of the vaccines
from different serials and vials. Moreover, differ-
ences between the antibody response in sheep and
goats introduced the idea of a further study
warranted in this area. Undoubtedly, the result of
seroprevalance studies might be influenced by many
other factors, such as the number of animals
sampled, their age, time of sampling, conditions of

care and feeding, individual differences and so on.

Table 1. The proportion of the number of animals with antibody response against the number of vaccinated animals
Tablo 1. Antikor cevabi sekillenen hayvanlarin asilanan hayvanlara orani

Group 1 Group 2 Group 3
Day O Day 8" month  DayO0 Day 18 8" month  DayO0 Day 18 8™ month
(%) 18(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Goats 0/10 7/10 9/10 0/20 20/20 20/20 1/20 20/20 20/20
(-) (70.00) (90) (-) (100) (100) (5.00) (100) (100)
Sheep 2/50 7/50 6/28 1/50 4/22 2/50 19/50 10/23
(4.00) (14) (21.42) (2.00) (4.00) (18.18) (4.00) (38) (43.47)
Total 2/60 14/60 15/38 1/70 22/70 24/42 3/70 39/70 30/43
(3.33) (23.33) (39.47) (1.42) (31.42) (57.14) (4.28) (55.71) (69.76)

Although the vaccines evaluated in this study
had higher immunising doses (102‘5 and 10*° TCIDsg)
than the minimum effective dose for PPRV vaccine
(100'8 TCIDsp), the present trials did not lead to

efficient antibody response in sheep flocks.

As with all members of the family Para-
myxoviridae, PPRV is highly heat-sensitive and this is
a serious drawback to the efficient use of the live
attenuated vaccine in endemic areas, having hot

climatic environments. In addition, these regions

usually have poor infrastructures and it is thus
difficult to maintain a cold chain to ensure the
preservation of vaccine potency. Our vaccine trials
were carried out in goat flock in April and in sheep
flock in June. Due to seasonal differences, the
results of this study may have been affected, more
or less, by the climatic conditions. Because of heat-
sensitive feature of lyophilised PPR live vaccines, it
could be inactivated during the vaccination. This

shortcoming nature of the vaccine was overcome by
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Worwall et al. (2001) through the development of a
thermo-tolerant vaccine, freeze-dried in the
presence of a cryoprotectant containing trehalose.
Under these production conditions, the vaccine
could remain stable at 45 °C for 14 days with a
minimal level of loss of its potency. The PPR control
will benefit greatly from the use of this thermosta-
ble form of the attenuated vaccine. Recently, a
similar vaccine has been produced in India, using a
local strain of PPRV (Sarkar et al., 2003). Moreover,
our results indicate that, PPR vaccines commercially
available in the market have not being adequately
controlled by responsible institutions in Turkey.
Therefore, desired vaccinisation results against the

PPR could not be achieved for the time being.

Additionally, there have been several studies
on developing new PPRV vaccines. It was recently
reported that the hemagglutinin (H) and fusion (F)
protein genes of several morbilliviruses could be
expressed in various vector systems and they might
be used as effective sub-unit vaccines (Diallo et al.,
2007). Furthermore, a new study is in progress on a
DIVA vaccine (Baron et al., 2011), which would be a
further advantage for the endemic areas like our
country. As highlighted by Diallo et al. (2007), the
current vaccination against the rinderpest virus in
cattle has been ceased that makes the PPRV
infection even more serious, due to the fact that

PPR could also infect this species.

Conclusively, the results of our study dictate
clearly that the control of commercial vaccines and
vaccination strategy have to be evaluated by official
Veterinary authorities immediately to combat the
PPR infection, since it was first reported 15 years
ago in Turkey, yet threatening severely the popula-

tion of small ruminants concerned.
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Yetiskin Sicanlarda Testis Hiicreleri ve Kalsinérin Immunopodzitifligi Uzerine
Ketaminin Etkileri: Bir Immunohistokimyasal ve Histopatolojik Calisma
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Ozet: Bu calismada, sicanlara uygulanan uzun siireli ketaminin testis germ hiicreleri ve kalsinérin immunopozitif hiicreler
lizerine etkilerinin arastirilmasi amaclandi. Otuz adet, yetiskin Sprague-Dawley erkek sican her grupta 6’sar adet olacak
sekilde 5 gruba ayrildi. On dort glin sireyle ve giinde iki defa olmak Uzere, grup 1, 2, 3 ve 4’e sirasiyla 40, 60, 80 ve 100
mg/kg ketamin hidroklorid ve grup 5’e ise sadece % 0,9 NaCl intraperitonal (i.p.) olarak uygulandi. Bu ¢alismada, ketamin
uygulanan gruplarda testis bag dokusunda 6dem ve germ hiicrelerinde dejenerasyonlar goézlendi. Grup 3 ve 4’te, tubulus
seminiferus lumenlerinde sperm miktarindaki azalmanin grup 1 ve 2’ye gore daha fazla oldugu belirlendi. Uzun sireli ve
yuksek doz ketamin kullaniminin bir sonucu olarak, spermatogenetik germ hiicreleri ve Leydig hiicreleri miktarinda da
azalma oldugu tespit edildi. Ayrica, immunhistokimyasal yontemler ile boyanmis testis dokusu kesitlerinde, kalsinérin’in
degisik derecelerde, (+)'dan (+++)’a kadar, immunoreaktivite verdigi gézlendi. Sonug olarak, uzun sireli ve yiksek doz
ketamin kullaniminin testis intersitisyel dokularinda, sperm yogunlugunda ve germ hiicre miktarlarinda histopatolojik ve
immunohistokimyasal degisiklikler yapabilecegi belirlenmis oldu. Ayrica, uzun sireli ketamin inflzyonunun erkek

infertilitesine neden olabilecegi de dislinilmektedir.

Anahtar kelimeler: immunohistokimya, Kalsinérin, Ketamin, Sican, Testis.

Effects on Calcineurin Immunopositivity and Testes Cells of Ketamine in Adult Rat: An

Immunhistochemistry and Histopathological Study

Abstract: In this study, we aimed to investigate the effects of long-term ketamine upon testis germ cells and the regional
distributions of calcineurin immunopositive testis germ cells in adult male rats. Thirty adult male, Sprague-Dawley rats were
divided into one control and four treatment groups, with 6 rats in each. Rats in treatment groups of 1, 2, 3 and 4 received
ketamine at doses of 40, 60, 80 and 100 mg/kg intraperiotenal (i.p.), respectively, while those in group 5 (as control)
received i.p. 0.9 % NaCl. In this study, we observed degeneration in germ cells and oedema in testis connective tissue.
However, we determined that ketamine remained in tissue for a long term and high-dose resulted in a decrease in the
numbers of germ cells and Leydig cells. However, there were varying degrees, from (+) to (+++), of calcineurin immunoreac-
tivity in testicular tissue sections stained with immunohistochemical methods. The results suggest that long-term use of
high-dose ketamine may cause male infertility due to histopathological and immunohistochemical changes in testicular
interstitial tissues, as well as changes in sperm density and germ cell number.

Key words: Immunohistochemistry, Calcineurin, Ketamine, Rat, Testes.
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GiRi$
K etamin, tibbi tedavide analjezik ve anestezik
etki amaciyla kullanilan bir ilagtir (Reich, 1989).
Ayni zamanda sempatomimetik etkisiyle katekola-
min salinimini arttirdigi bilinmektedir. (White ve
Ryan, 1996). Yiiksek dozu insanlarda sayiklama,
amnezi, yiksek tansiyon, siddetli konfuzyon, asiri
korku, depresyona neden olurken disik dozlarinin
kas titremeleri ve ¢ift gormeye neden oldugu
bildirilmistir (Craven, 2007). Ketaminin uzun sireli
yanik pansumanlarinda, kronik agri tedavilerinde,
alkol bagimliligi tedavisinde ve ilag disi kotiye
kullanim seklinde uygulandigi ifade edilmistir
(Krupitsky ve ark., 1997; Goldberg ve ark., 2005;
Krystal ve ark., 2006; Dahan ve ark., 2011; Sorensen
ve ark., 2011). Ayrica, ketaminin sekstel aktiviteyi
artirici etkisine bagh olarak eglence mekanlarinda
kullanildigi da bildirilmektedir (Smith ve ark., 2002).

Ketamin, hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesi
asamalarinda kalsiyum mobilizasyonu ve mitokon-
driyal ATP sentezini azaltarak yapisal bozukluklar
olusturabilmektedir (Chen ve Chen 2010). Ketaminin
ekstrasellller kalsiyum seviyelerinde artisa neden
oldugu ve bunun sonucunda, kalsinérin immuno-
reaktivitesini azalttigi da tespit edilmistir (Chen ve
Chen 2010). Kalsinorin, kalsiyum tarafindan aktive
edilen bir efektor olup, mitoz ve mayoz béliinmede,
hiicre farklilasmasi, hiicre yaslanmasi ve apoptozis
gibi hiicresel siireclerde 6nemli bir mesajci gorevini
Ustlenmektedir. Bagisikligi baskilayici maddeler icgin
hedef molekil olan kalsindrin, T lenfositler basta
olmak lizere bir¢ok hiicrenin sinyal transdiksiyonu,
immun cevap genlerinin aktivasyonu (Loh ve ark.,
1996a, 1996b; Shibasaki ve ark., 2002; Sugiura ve
ark., 2002; Rusnak ve ark., 2000) ve fonksiyonlarinin
diizenlenmesi gibi biyolojik yasam siireglerinde
6nemli gorevler yapmaktadir (Nishio ve ark., 2000;
Yamashita ve ark., 2000). Vicutta butin dokularda
genis bir dagilima sahip olan kalsinérinin (Miyamoto
ve ark., 1994; Su ve ark., 1995; Sugiura, 2002),
testislerde

spermatogoniyalardan  spermatosite

kadar olan germ hicrelerinin olgunlasma ve

farklilasmalarini  arttirdigl,  baskalasim  gegiren
kromatininin  tekrar
oynadigl  bildirilmektedir
(Miyamoto ve ark., 1994; Su ve ark., 1995; Moriya

ve ark., 1995).

spermatidlerde  ¢ekirdek

bicimlenmesinde rol

Kalsindrin, memeli hucrelerinde kalsiyum
diizenleyici bircok asamada fosfataz fonksiyonlarini
ortaya c¢ikartan énemli bir enzimdir. Semenin iginde
% 2-10 oraninda bulunan spermin yasayabilmesi igin
ortamda kalsiyum, ¢inko, laktoz ve albumin gibi
bircok maddenin bulunmasi gereklidir. Kalsiyum,
kalmodiline baglanarak kalsinorini aktive eder ve
intraselliiler kalsiyum seviyesinin artmasina neden
olur (McKinsey ve ark., 2002). Sitoplazma igindeki
iyonize kalsiyum konsantrasyonu ekstraselliiler
sividakinden 1000 kat daha azdir (Wacker ve ark.,
1968). intraseliiller kalsiyum seviyesinde artis
sirasinda ekstrasellller kalsiyum seviyesinde disls
meydana gelirken, kalsiyum tarafindan aktive edilen
kalsinoérinde azalma meydana gelir. Aktive olmus
kalsinorin NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells)
proteinlerinin defosforilasyonunu saglayarak immun
yanit ve sitokin aktivasyonuna aracilik etmektedir.
(Bushinsky ve ark., 1998; Guyton, 2001; Mulero ve
ark., 2009). Ayrica, kalsinérin GABA (Gamma-
aminobutyric acid), NMDA (N-Methyl-D-aspartate)
ve dopamin gibi bircok reseptére de baglanir
(Bannai ve ark., 2009).

Daha 6nceden yapilan ¢alismalarda, uzun sireli
ketamin  kullanimina bagh olarak testislerde
olusabilecek histopatolojik ve immunohistokimyasal
degisikliklerle ilgili yayinlara rastlanmamis olmasi
bizim bu ¢alismayl yapmamiza neden olmustur. Bu
arastirmada, siganlara uygulanan uzun sireli ve
yuksek doz ketaminin testis germ hiicreleri ve
kalsinérin immunopozitif hiicreler (izerine etkileri
histokimyasal ve immunohistokimyasal yontemlerle

belirlenmesi amacglanmistir.
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MATERYAL ve METOT

Hayvan deneyleri igin kullanilan yontemler “National
Institute of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” protokoliine gére diizenlendi.
Rize Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulundan gerekli izinler alindi (Tarih:
27.04.2010, Karar no: 14). Galismada 30 adet 250-
300 gr. ve yaklasik 250 giinliik Sprague-Dawley erkek
sigan kullanildi. Butlin hayvanlar 7-8 mm pelet sigan
yemi ve su ile ad libitum olarak beslendi. 12 saat
karanlik 12 saat aydinhk ortam saglamak igin
otomatik fotoperiyot ile beyaz floresan 1sik kul-
lanilip, ortam 1silari 2030 OC ve rutubet orani % 55—
60 olarak belirlendi. Hayvanlar her grupta alti adet
olacak sekilde bes esit gruba ayrildi. On dort giin
sireyle ve giinde iki defa grup 1, 2, 3 ve 4’e sirasiyla
40, 60, 80 ve 100 mg/kg ketamin hidroklorid (Parke
Davis & Co, UK) ve grup 5’e ise sadece 1 ml % 0,9
NaCl i.p. olarak uygulandi. Bu siirenin sonunda
ketamin ile anestezi edilen deney hayvanlarinin
kuyruk venasindan 2 ml kan heparinli tlplere
alindiktan sonra hayvanlar servikal dislokasyonla
sakrifiye edildi. Hayvanlarin kan-kalsiyum analizi
otoanaliz cihazi ile vyapildi (Architect c¢16000
Autoanalyzer, Abbott Diagnostics, MA, USA).
Histolojik incelemeler icin hayvanlarin testis dokulari
% 10’'luk noétral formaldehit solisyonuna alindi.
Yirmi dort saat fiksatif icinde bekledikten sonra
yaklasik 6-8 saat arasi akar suda yikandi ve etanol-
ksilen serilerinden gecilerek otomatik doku takibi
(Citadel 2000, Thermo Fisher Scientific Shandon,
England) yapilarak parafin igine gomdldi. Dokular
rutin hematoksilen-eozin (H&E) ve immunohisto-

kimyasal boyama icin 4-5 um kalinhginda kesildi.

Monoklonal antikor kullanarak hicre antijenlerini
bulunduklari yerde gdstermek ig¢in immunoperoksi-
daz boyamanin dretici tarafindan tavsiye edilen
prosedirid uygulandi. Alinan kesitler 20 dakika ksilen
icerisinde bekletilip alkol serilerinden gegirildikten
sonra distile suda yikandi. 400 Watt giicte 30 dakika
Sitrat buffer sollisyonu iginde 1sitildi ve sogutuldu.
Bes dakika distile suda ve 10 dakika PBS’de yikandik-

tan sonra 10 dakika % 3 H,0, sollisyonunda tutuldu
ve PBS ile yikandi. Sekonder bloklayici maddede 10
dakika bekletildi. Her bir preparat primer antikorun
[Purified Mouse Anti-Calcineurin (29/Calcineurin,)
BD Biosciences, USA] 1/200 dilisyonunda 75 dakika
bekletildi. Kesitler PBS ile yikandiktan sonra biotin
ile isaretlenmis sekonder antikorda (Mini Flex Kit,
DAKO, Denmark) 20 dakika bekletildi. PBS ile
yikandi, kromojen (3-3 Diaminobenzidin-DAKO) ile
renklendirilerek Harris hematoksilen ile ¢ekirdek
boyamasi yapildi. Negatif kontroller igin primer
antikor yerine PBS kullanildi. Preparatlar uygun
kapatma maddesi (Entellan, Merck, Germany) ile

kapatilarak fotograflari gekildi.

immunohistokimyasal boyamalar sonucunda
dokulardaki immunopozitif reaksiyonlar, hafif (+),
orta (++) ve siddetli (+++) olmak lizerede 3 kate-
goriye ayrildi. Spermatogenezisin gelisim asamalari
Johnsen’in Testikiler Biyopsi Skorlama ydntemi
(Johnsen, 1970) ile degerlendirildi.

istatiksel Analiz

Her bir testisten rastgele elde edilen on adet
preparat kalsinérinin immunoreaktivitesi yoniinden
incelendi. Her gruptan elde edilen preparatlardan
toplam 120 alan (+), (++), (+++) kategorilerine gore
degerlendirildi. Sican testislerindeki hicrelerin
kalsindrinin immunoreaktivitesini istatistiksel
degerlendirme igin Kruskal-Wallis testi uygulandi.
Gruplar arasindaki anlamli farkhiliklari belirlemek igin
ise Bonferroni dlzeltmeli Mann Whitney U test
yapildi (SPSS 18 for Windows, IBM, Chicago, IL, USA)
(Tablo 1). Kalsiyum seviyelerinin gruplar arasindaki
dagilimlari istatistiksel yonden ANOVA ile incelendi
ve c¢oklu karsilastirmalar icin LSD testi uygulandi
(SPSS 18 for Windows, IBM, Chicago, IL, USA) (Tablo

2).

SONUC

Calismamizda, deney gruplarina ait histolojik yari

kantitatif degerlendirmeler tablo 1 ve 2’de, kan-
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kalsiyum degerleri ise tablo 3’de gosterilmistir. H&E 3 ve 4'de spermatogenik germ hiicrelerinin dizilim-
ile boyanan kesitlerin histopatolojik incelenmesinde, lerinde bozukluk ve primer spermatositlerin
grup 5 ile diger gruplar karsilastirildiginda; grup 1'de morfolojilerinde degisiklikler gbzlendi.

onemli bir patolojik bozukluk gézlenmezken, grup 2,
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Sekil 1. Grup 1 ve 2’nin sigan testislerinin histopatolojik ve immunohistokimyasal incelenmesi; (A) Grup 1- Ketamin 40
mg/kg; buyik ok; sperm, kiiglik ok: dejeneratif hlicre, ince ok: sertoli hiicresinde vakuolizasyon, v: vakuolizasyon, hc:
hiyalinlesme, H&E, X20, bar: 50 um. (B) Grup 2-Ketamin 60 mg/kg; bilyik ok; sperm, d: dejeneratif hiicre, v: vakuolizasyon,
hc: hiyalinlesme, Siyah ok basi: sperm basi, e: 6dem, H&E, X40, bar: 20 um. (A1) Grup 1- Ketamin 40 mg/kg; buyuk ok;
sperm, v: vakuolizasyon, hc: hiyalinlesme, siyah ok basi: sperm basi, Anti-Calcineurin / immunoperoksidaz boyama (IP), X20,
bar: 50 um. (B1) Grup 2- Ketamin 60 mg/kg; blyiik ok; sperm, hc: hiyalinlesme, Ly: Leydig hlicresi, siyah ok basi: sperm basi,
Anti-Calcineurin / immunoperoksidaz boyama, X20, bar: 50 pm.

Figure 1. The histopathological and immunohistochemical examination of rat testes of group 1 and 2; (A) Group 1-
Ketamine 40 mg/kg; large arrow: spermium, small arrow: degenerative cells, thin arrow: vacuolization in sertoli, v:
vacuolization, hc: hyaline cast, H&E, X20, bar: 50 um. (B) Group 2- Ketamine 60 mg/kg; large arrow: spermium, d: degenera-
tive cells, v: vacuolization, hc: hyaline cast, black arrowhead: part of the sperm head, e: edema, H&E, X40, bar: 20 um. (A1)
Group 1- Ketamine 40 mg/kg; large arrow: spermium, hc: hyaline cast, black arrowhead: part of the sperm head, v:
vacuolization, Anti-Calcineurin / immunoperoxidase staining (IP), X20, bar: 50 um. (B1) Group 2- Ketamine 60 mg/kg; large
arrow: spermium, hc: hyaline cast, black arrowhead: part of the sperm head, v: vacuolization, Anti-Calcineurin / IP, X20, bar:
50 pm.
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Sekil 2. Grup 3 ve 4’un sigan testislerinin histopatolojik ve immunohistokimyasal incelenmesi; (C) Grup 3- Ketamin 80
mg/kg; siyah ok basi: sperm basi, kiclUk ok: dejeneratif hiicre, e: ddem, v: vakuolizasyon, d: dejeneratif tubul, hc: hiya-
linlesme, H&E, X10, bar: 100 um. (D) Grup 4- Ketamin 100 mg/kg; kiiclk ok: dejeneratif hiicre, e: 6dem, v: vakuolizasyon, d:
dejeneratif tubul, hc: hiyalin dékiima, H&E, X10, bar:100 um. (C1) Grup 3- Ketamin 80 mg/kg; siyah ok basi: sperm basi,
Anti-Calcineurin/ IP boyama, X40, bar:20 um. (D1) Grup 4- Ketamin 100 mg/kg; siyah ok basi: sperm basi, d: dejeneratif
tubul, Anti-Calcineurin/ IP boyama, X20, bar:50 um.

Figure 2. The histopathological and immunohistochemical examination of rat testis of the group 3 and 4; (C) Group 3-
Ketamine 80 mg/kg; black arrowhead: part of the sperm head, small arrow: degenerative cell, e: edema, v: vacuolization, d:
degenerative tubule, hc: hyaline cast, H&E, X10, bar: 100 um. (D) Group 4- Ketamine 100 mg/kg; small arrow: degenerative
cell,, e: edema, v: vacuolization, d: degenerative tubule, hc: hyaline cast, H&E, X10, bar:100 um. (C1) Group 3- Ketamine 80
mg/kg; black arrowhead: part of the sperm head, Anti-Calcineurin/ IP stain, X40, bar:20 um. (D1) Group 4- Ketamine 100
mg/kg; black arrowhead: part of the sperm head, d: degenerative tubule, Anti-Calcineurin/ IP stain, X20, bar:50 um.

Primer spermatositlerin diizglin-yuvarlak ve bag doku alanlarinda 6dem, hiyalinlesme ve
mitotik sekilli cekirdek yapilari kaybolarak nekroz vakuolizasyonlar tespit edildi. Grup 3 ve 4’e ait
olustugu tespit edildi. Ozellikle primer spermatosit- seminifer tubulus limenlerinde sperm yogunluk-
lerde gozlenen vakuolizasyonlar ve hiicre dejen- larinda belirgin azalmalar oldugu gozlendi. Grup 4’te
erasyonlari grup 4’te grup 3’e gore daha belirgindi spermatogenetik germ hicre dizilimlerinde yogun
(Sekil 2A ve B). Grup 1 ve 2’de ise germ hiicrelerinde hiicre kayiplari belirlendi. Birgok tubulusta erken ve
ve Sertoli hicrelerinde vakuolizasyonlar az gec¢ spermatidlerin olusum basamaklari gézlenmez-
gozlenirken (Sekil 1 A), grup 3 ve 4’te daha fazla ken, bazi limenlerin merkeze yakin alanlarinda az
hlicre dejenerasyonlari ve vakuolizasyonlar mey- miktarda olgun sperm tespit edildi (Sekil 1, 2 ve 3).

dana geldigi gorildi. Bunlara ek olarak, interstisyel
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Sekil 3. Kontrol grubu sigan testislerinin histopatolojik ve immunohistokimyasal incelenmesi; (E) Grup 5; buyilk ok; sperm,
siyah ok ucu: Sperm basi, H&E, X20, bar: 50 um. (F) Grup 5; blyuk ok; sperm, siyah ok ucu: Sperm basi, Anti-Calcineurin/ IP

boyama, X40, bar: 20 um

Figure 3. The histopathological and immunohistochemical examination of the control group rat testes; (E) Group 5; large
arrow: spermium, black arrowhead: part of the sperm head, H&E, X40, bar: 20 um (F) Group 5; large arrow: spermium,
black arrowhead: part of the sperm head, Anti-Calcineurin/ IP stain, X40, bar: 20 um

immunohistokimyasal yéntemler ile boyanmis
kesitlerde, kalsinérin immunopozitifliginin testis
dokularinin farkh alanlarinda (+)'dan (+++)’a kadar
degisik derecelerde immunoreaktivite verdigi
gozlendi. Buna gore; bitin gruplarda 6zellikle olgun
spermlerin bas ve kuyruk ucuna yakin alanlarinin
(++) ve (+++) olarak daha koyu renkle boyandig
gozlendi (Sekil 1). Primer spermatositler ve erken
spermatidlerin, ge¢ spermatidlere goére daha az

immunoreaktivite gosterdigi tespit edildi (Sekil 2).

Bazi Leydig hicreleri ve damar endotel hiicreleri
orta derecede pozitif (++) boyanmasina karsin (Sekil
1-B1), interstisyel alan icindeki hiyalin yapilan ile
benzer immunoreaktivite gosterdi (Sekil 1-A1). Grup
3 ve 4’de limene yakin alanlarda yerlesmis olan ge¢
doénem spermatidlerin, akrozomal kep asamasindaki
erken dénem spermatidlere gére daha koyu boyanip
siddetli
belirlendi (Tablo1 ve Tablo 2), (Sekil 1, 2 ve 3).

immunopozitiflik  (+++)  go6sterdikleri

Tablo 1. Testislerdeki kalsindrin immunoreaktivitesinin yari kantitatif degerlendirmesi.

Table 1. Semi-quantitative assessment of calcineurin immunoreactivity in the testes.

Primer Sperm Sperm

Gruplar . M
spermatosit basi kuyrugu

Grup 1 6 + ++ ++
Grup 2 6 + ++ ++
Grup 3 6 + +++ +++
Grup 4 6 ++ +++ +++
Grup 5 6 + +++ ++

Leydig Endotel Erken Geg
hiicresi hiicresi spermatid spermatid
++ ++ + ++
++ ++ + ++
+ ++ + +4++
+ ++ + +++
++ ++ ++ ++
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Tablo 2. Sigan testis hiicrelerinin kalsindrinin immunoreaktivitesinin sayisal skorlarinin grafiksel gosterimi.

Table 2. Graphical monitoring of the numerical scores of the calcineurin immunoreactivity of rat testis cells.
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N _/
Gruplar Kalsiyum deger aralig Ortalama + Standart Hata
Tablo 3. Deney gruplarindaki Grup 1 5,6-6,8 ma/dL 5,03+0,19
sicanlarin kalsiyum seviyeleri deger
. Grup 2 5,9-6,9 mg/dL 6,2710,159
araligl ve ortalama standart sapma.
Table 3. The Std. Error + Mean and Grup3 7,0-8,3 mg/dL 7,420,193
value range of calcium levels in rats Grup 4 7,8-8,9 mg/dL 8,20+0,18
of experimental groups. Grup 5 5,3-6,5 mg/dL 5,8840,19

Karsilastirilan bes grubun primer spermatosit,
sperm basi, sperm kuyrugu, Leydig hiicresi, endotel
hiicresi, erken spermatid ve ge¢ spermatidlerde
immunohistokimyasal boyama yoéniinden pozitif
immunoreaktiviteleri istatistiksel olarak incelendi.
Yapilan degerlendirmelerde, grup 4 ile grup 5’deki
(p=0,002)

hiicrelerinin (p=0,002) diger gruplara gére immuno-

primer spermatositlerin ve Leydig

reaktivitelerinin anlamh diizeyde farkh oldugu

belirlendi. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli farkhhiklar bulunmadi (p>0,05).

Deney gruplarina ait kalsiyum degerleri karsi-

lastirmasinda kontrol grubuna goére uygulama

gruplariin kan kalsiyum oraninin daha fazla oldugu

belirlendi (Tablo 3). Grup 5 ile grup 1 ve 2 arasinda
istatistik yonden anlamli farklihk bulunmazken
(p>0,05), grup 5 ile grup 3 ve 4 arasinda istatistiksel

olarak énemli bir farkhlk oldugu saptandi (p<0,05).

TARTISMA

Cerrahi islemlerin sorunsuz yapilabilmesi igin
canlinin derin uyku halinde bulunmasi 6énemlidir.
Ketamin, bu amagla kullanilan disosiatif ilaglarinin
vani sira en sik kullanilan analjezik ve anestezik etkili
1989).

Anestezik maddelerin uygulama sekli ve siresine

bir ilag olarak bilinir (Reich ve Silvay,

gore dokularda bir takim degisiklikler sekillendirdigi
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bildiriimektedir (Heys ve ark., 1989; Salo ve ark.,
1992; Beal ve ark., 2000; Arras ve ark., 2001). Bu
¢alismada da uzun sireli uygulanan ketaminin testis
dokusu ve doku kalsindrini Gzerine etkileri immuno-
histokimyasal  ve

histopatolojik  yontemlerle

belirlenmistir.

Ketaminin, dopamin aktivitesini artirarak sek-
stel uyarilma ve istekte 6nemli bir rol oynadigi kabul
(Melis 1994),

¢alismamiz ile ilacin uzun sureli kullaniminin testis

edilmesine karsin ve Argiolas,

dokularinda dejeneratif ve histopatolojik degisiklik-
yaptigi
hiicrelerde cekirdek yogunlasmasi ve sitoplazmadaki

ler belirlendi. Ketamin uygulamalari,

organellerin bozulmasi ile karakterize apoptotik
hiicre olumlerini arttirabilmektedir (Takadera ve
ark., 2006). Grup 3 ve 4’te primer spermatositlerde
meydana gelen morfolojik degisikliklerin hicresel
dejenerasyonlara bagh olustugu, karyolizis yapisinda
ve apoptotik eozinofilik hiicre gériinimine sahip

oldugu tespit edildi.

Mitoz ve mayoz béliinme, hicre farklilagsmasi,
hiicre yaslanmasi ve apoptoziste 6nemli rol Gstlenen
kalsinérin (Nishio ve ark., 2000; Yamashita ve ark.,
2000), vicudumuzun bitin dokularinda degisik
yogunluklarda dagiimis ve aktif halde bulunan bir
proteindir (Miyamoto ve ark., 1994). Kalsinorin,
testislerdeki germ  hucrelerinin  farklilagmasi
asamalarinda 6nemli gorevler yapar. Spermatog-
onyumlardan spermiyuma kadar gegen spermatosi-
togenesis ve spermiyogenezis safhalarindaki germ
hucrelerinin -~ olgunlasma  ve  farklilagmalarini
arttirdigl, baskalasim geciren spermatidlerde ise
cekirdek kromatininin tekrar bicimlenmesi ve olgun
spermiyuma donismesinde onemli bir rol oynadigi
bildirilmistir (Tash ve ark., 1988; Su ve ark., 1995;

Moriya ve ark., 1995).

Bu calismada, kontrol grubuna nazaran diger
gruplarda erken spermatidlerin immunopozitifliginin
diisik olmasi ile ketaminin kalsindrin immunoreak-
tivitesini olumsuz olarak etkiledigi ve yiksek doz
uygulanan grup 3 ve 4’Gn tubulus limenlerindeki
sperm miktarinda azalma

meydana getirdigi

gorildu. Butun gruplarin olgun spermiyumlarinin
bas ve kuyruk kisimlarinda
(+)'dan

spermiyogenesiz asamasindaki germ hucrelerinde

immunopozitivitenin
yuksek olarak gozlenmesi, ketaminin
onemli bir degisiklife neden olmadigini gosterdi.

Ayrica, erken donem spermatidlerinin gelisim
sireglerinde meydana gelen immunoreaktivitenin
ge¢ donem spermatidlere gore azhg ile yiksek doz
ketaminin kalsinorin Gzerine etkili oldugu goster-

ilmistir.

Kalsinorin akrozomal kep safhasindan itibaren

testis germ hiicrelerinin g¢ekirdegi iginde birikmeye

basladigi bildirilmistir (Moriya ve ark., 1995).
Calismamizda, erken dénem spermatidlerinin
immunopozitifliginin ~ disik olmasi  kalsindrin
birikiminin  reaktivite verecek kadar saglana-

madiginin gosterilmesi bakimindan énemlidir.

Takrolimus gibi immun sistemi baskilayici etkisi
olan ve kalsindrini inhibe eden maddeler sertoli
hicrelerinin miktarinda azalma ve spermatogenik
hiicrelerinde yaparak

germ dejenerasyonlar

seminifer  tubuluslarda  6nemli  histopatolojik
hasarlar meydana getirdigi ifade edilmistir (Cane-
guim ve ark., 2009). Sertoli hiicreleri tarafindan
immun sistemi baskilayict molekillerin Uretildigi
bildirilmistir (De Cesaris ve ark., 1992). Yapilan
calismalarda takrolimus gibi ketamininde immun
sistemi baskilayici etkisi oldugu bildirilmistir (Wilson
ve ark 1971). Calismamizda, sertoli hucrelerinin
morfolojilerinde  bozukluklar  olustugu, apikal
sitoplazmalarinin limene kadar ulasmadigi gézlendi.
Yiksek doz ketaminin uzun sireli kullanimindan

kaynaklanan kalsinérin miktarindaki azalmanin
sertoli hicrelerindeki degisikliklerin nedeni olabile-

cegi kanaatine varild.

Ketaminin ekstraselliiler kalsiyum seviyelerinde
artisa neden oldugu bildirilirken (Chen ve Chen
2010) intraselliler kalsiyum seviyesinde azalmanin
ise hiicre 6lim miktarini arttirdigi kabul edilmekte-
dir (Farber ve ark., 1981). intraselliilar kalsiyum
hicrenin  normal

homeostazisi fonksiyonunun

olusturulmasi sirecinde ¢ok o6nemlidir. Kalsiyum
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iyonlarinda artma ve azalma apoptozisin mimkiin
olan sebeplerindendir (McConkey ve ark., 1997;
Berridge ve ark., 1998; Li ve ark., 2000). Cahs-
mamizda, kan kalsiyum seviyesindeki azalmanin

kalsinérin immunoreaktivitesini azaltig tesbit edildi.

Ketamin, hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesi
asamasinda kalsiyum mobilizasyonu ve mitokondri-
yal ATP sentezini bozukluklar
olusturdugu bildirilmektedir (Chen ve Chen 2010).

Bu c¢alismamizda, kalsiyum seviyelerinde meydana

azaltarak yapisal

gelen artisin uzun sdreli kullanim ve doza bagl
olustugu, hiicresel immunoreaktiviteyi etkiledigi ve
germ hicre yapilarinin gelisim serilerinde dejen-
erasyonlar ile sitoplazmik vakuolizasyonlar meydana

getirdigi gozlendi.

Calismamizdaki kan kalsiyumun deger ar-
aliginin  (5,3-8,9 mg/dL) klinik yonden tolerans
degerlerinin ¢ok Ustlinde veya cok altinda olmamasi
(5.3-13 mg/dL) kalsiyumda meydana gelen g¢ok az
degisikligin  bile

immunoreaktiviteyi etkileyebile-

cegini gosterdi.

Sonug olarak, uzun siireli ve yiksek doz keta-
min kullaniminin testis intersitisyel dokularinda,
sperm yogunlugunda ve germ hiicre miktarlarinda
azalma, tubul yapilarinda dejenerasyon, sertoli ve
germ hiicrelerinde vakuolizasyon, intersitisyel alan
icinde hiyalinizasyon gibi histopatolojik ve immuno-
histokimyasal degisiklikler yapabildigi, ilacin uzun
sureli ve kronik infiizyon kullaniminin erkeklerde
fertilite bozukluklarina sebep olabilecegi kanaatine

varildi.
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Ulkemizdeki Deniz Memelileri Gosteri Merkezlerinin Durumu

Mehmet AYDIN®, Ugur Yiicel KESICi

Ordu Universitesi, Fatsa Deniz Bilimleri Fakiiltesi, Balikilik Teknolojisi Miihendisligi Anabilim Dali. Ordu.

Ozet: Bu calismada ilkemizdeki deniz memelileri gdsteri ve terapi merkezlerinin durum tespiti ve bu merkezlerdeki
memelilerin yasam sartlarinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla 2007 yih itibariyle gosteri ve terapi merkezlerinin
bulundugu Aydin-Kusadasi, Mugla- Bodrum ve Marmaris, Antalya, Kas, Kemer-Beldibi, Serik’teki merkezler incelenmistir.
Deniz memelilerinin yas, boy, agirlik, cinsiyet, beslenme, yasam ortamlari, saglik kosullari gibi parametreleri belirlenmistir.
Tesislerde gosteri amagli ithal edilmis toplam 12 adet yunus, 6 adet fok, 3 adet beyaz balina, 1 adet deniz aslani ve 1 adet
mors oldugu belirlenmistir. Tespit edilen 35 adet yunustan 25 adetinin ozellikleri incelenmis, % 28’i disi % 72’si erkek
bireylerden, ortalama yaslarinin 12.26 ve ortalama agirliklarinin da 170 kg oldugu hesaplanmistir. Ginlik yem tiketimleri-
nin yunuslar ve foklarda yaz aylarinda 8 kg, kis aylarinda 12 kg, deniz aslaninin ve morsun ise 20 kg oldugu belirlenmistir.
Tesislerde galisan personelin neredeyse tamami yabanci uyruklulardan olusmaktadir. Bunlardan ¢ogu (% 85) Rusya ve
Ukrayna kokenli oldugu belirlenmistir. Arastirma boyunca incelenen tesislerden sadece Marmaris’teki tesisin tamamen
zihinsel ve bedensel engelliler terapisini saglamak (izere kuruldugu tespit edilmistir. Diger tesislerin ise genel olarak sov

amagli fakat ilave olarak zihinsel ve bedensel engellilere hizmet verme amaciyla kurulmus oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Deniz memelileri, Gosteri merkezleri, Terapi merkezleri.

Present Condition of Marine Mammals Show Centers of Turkey

Abstract: The aim of this study was to determine the present condition of marine mammals’ parks and therapy centers in
Turkey and their living conditions in these centers. For this purpose, in 2007, a survey program was carried out in Aydin-
Kusadasi, Mugla-Bodrum and Marmaris, Antalya- Kas- Kemer-Beldibi and Serik where centers are located. Age, length,
weight, sex, diet, habitats and health condition parameters of the mammals were determined. It was seen that 12 dolphins,
6 seals, 3 white whales, a California Sea Lion and 1walrus had been imported for the Centers. Twenty five out of 35 dolphin
individuals were examined and it was determined that females and males comprised of 28 and 72 % respectively. The mean
age was 12.26 years and mean weight 170 kg. Dolphins and seals 8 kg of food consumed per day at summers, 12 kg winters.
This value was determined to be 20 kg for California Sea Lion and walrus. Consists almost exclusively of foreign staff
working at these facilities and most of them (85 %), Russia and Ukraine are determined. Marmaris facility completely
mental and physical disabilities have been identified for therapy services provided. Other facilities mainly were established
for show purposes, in addition to established for therapy.

Key words: Marine mammals, Show centers, Therapy centers.
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GiRi$
Avrupa Yaban Hayati ve Yasama Ortamlarini
Koruma Sozlesmesi’nde yunuslar kesin koruma
altina alinmis tirler icerisinde vyer almaktadir
(Anonim, 1979). Bu s6zlesmeye llkemiz 1984 yilinda
taraf olmus ve 1380 sayili Su Uriinleri Kanunu ve
burada bahsedilen Tirkiye'nin taraf oldugu uluslar
arasi anlasmalar geregi bu yildan sonra da ilkemiz
karasularinda koruma altina alinmis ve higbir sekilde

yakalanmalarina, éldirilmesine izin verilmemistir.

Yunuslarin egitilerek zihinsel ve bedensel en-
gellilerin terapisi ile gosteri amaglariyla kullanildig
Bu

dogrultuda ulkemizdeki deniz memelileri gosteri

ve olumlu sonuglar alindigi soylenmektedir.

yerlerindeki bu canllar Nesli Tehlike Altinda Olan
Yabani Bitki

Ticaretine iliskin Sézlesme kurallarina uygun olarak

ve Hayvan Tirlerinin Uluslararasi

gerekli izin ahlnarak ithal edilmektedir (Anonim,
1973).

Ulkemizde 2006 yilinda, ithalatta uygulanan
prosedirin zorlugu ve tagima esnasinda yunuslarin
zarar gordigu gerekgesiyle, kurulan veya kurulacak
olan merkezlerin ihtiyaci olan yunuslarin avciligina
sinirli sayida izin verilmesi talep edilmis ve Tarim ve
Koyisleri Bakanligi da Bern Sozlesmesi’nin 9’uncu
maddesinin  “populasyonun devamliligina zarar
vermeyecek hallerde sézlesme kapsamina giren bitki
ve hayvan tirlerinin az miktarda alimi, saklanmasi
veya diger akilc kullanimlarina, c¢ok siki gozetim
altinda, selektif ve sinirh olmak kaydi ile izin
verilmesi yoniinden istisnalar getirebilir” hikmi
geregince bir sefere mahsus olarak 30 yunusun

avciligina izin vermistir.

Bu kapsamda; yakalamanin, Tarim ve Koyisleri
Bakanliginin belirledigi elemanlarinin denetiminde
yapilmasi ve yakalamanin girgir aglariyla gercgeklesti-
rilmesi uygun gorllmistir. Ayrica yakalanan
yunuslarin kayit altina alinarak bunlar igin mensei
belgesi diizenlenmesi ve nakillerinin mensei belgesi
de

Bunlarin yani sira yunuslarin konulacagi tesislerin

esliginde gergeklestirilmesi gerekmektedir.

hayvan refahina uygun sartlarda olmasi, gerekli su

kalitesinin saglanmasi, dizenli olarak veteriner

kontrollerinin  yapilmasi, dogal sartlara uygun

beslenme imkanlarinin saglanmasi, egitimler ve

terapiler esnasinda zor kullanilmamasi, sartlari
dogrultusunda, Nisan 2007 tarihine kadar toplam 23
adet yunus yakalanarak, gosteri ve terapi amaciyla
kurulan tesislere konulmustur. Bu tarihinden sonra
ise hicbir sekilde yunus yakalanmasina izin verilme-
mistir. Yunuslarin konuldugu gosteri ve terapi
merkezleri Tarim ve Kdyisleri Bakanligi il Muduirliik-
leri kanaliyla periyodik olarak ayda bir denetlenmek-
te ve durumlari kayit altina alinmaktadir (Aydin ve

ark., 2008).

Yunuslarin terapi amagh kullanimi, 1970’li yil-
larda resmi olarak baslamis ve ABD, Meksika, israil,
Rusya, Japonya, Cin ve Bahama gibi bircok Ulkede
oldukga kazandiran bir is kolu haline gelmistir. Fakat,
bu terapi merkezleriyle ilgili olumlu ve olumsuz bir
¢cok sey sdylenmektedir. Yunuslar ve insanlar
arasindaki fiziksel kontagin fizyolojik ve psikolojik
agllardan olumlu etkileri arastirildiginda normal
cocuklardan farkli egitime ihtiyaci olan engelli
cocuklarla ilgili cesitli alanlarda basarili sonuglarin
alindigi bilinmektedir. Bu konuyla ilgili yaklasik 30
yildir calismalar yapilmaktadir. ilk olarak otistik

cocuklarin  cgevreleriyle iletisim  kurmalarinda
yunuslarin kullanilmasini Smith, (1981) gercekles-
tirmistir. Daha sonra ki yapilan ¢alismalarda ise bu
cocuklarin egitimi sirasinda yunuslarin kullaniimasi,
cocuklarda 2 ile 10 kat arasinda daha hizh gelisim
sagladigi tespit edilmistir (Nathanson, 1989). Yine
yunuslarla etkilesim halinde olmalarinda bu zihinsel
engelli cocuklarin hiyerarsik biligsel tepkilerinde
onemli ilerlemelerin oldugu belirlenmistir
1993).
etkilesimdeki cocuklarin aileleri ile sosyal iliskilerinin
1995).

Yunuslarla oyun terapisi yonteminde, gevresindeki

(Nathanson ve Faria, Ayrica boyle bir

de gelistigi go6zlemlenmistir (Voorhees,
diinya ile iletisim kuramayan cocuklarin yunuslarla

kolayca iletisim kurduklari gézlenmistir. Bu ozellik
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onlarin egitiminde kullanilmaktadir (Cole, 1996;
Birch 1997). ABD’ de bu konuda calismalar yapan
egitim psikolojisi profesorii Nathanson, yunuslar ile
ylizmenin otistik 6zellikleri olan ¢ocuklarda endorfin
salgisini etkiledigini, bagisiklik sistemini uyararak T
hiicrelerinin  (viicudumuzun savunma hiicreleri)
Gretimini hizlandirdigini belirtmektedir. Nathanson
insanlardaki fiziksel kisitlamalarin ve engellerin
yunuslarin dogal sonar sistemi ile algilandigini,
ozellikle sise burunlu yunuslarin otistik ozellikleri
olan c¢ocuklarla birlikte terapide kullaniimasi ile
olumlu belirtmektedir
(Nathanson ve ark., 1997; Lukina, 1999). Yunuslar ile

ylzme tek basina otistik 6zellikleri olan ¢ocuklarin

sonuglar alindigini

iletisim kurmalarini kolaylastirdigi gibi, normal bir
egitim sistemine paralel olarak motivasyon amagli
da kullanilabilmektedir. Bireysel egitim alan ¢ocuk
bu egitimde kazandig basarilar icin yunusla ylizme
ile motive edilmektedir (Lukina, 1999; Lysenko ve
ark., 2000; Heimlich 2001). Yaklasik 1500 hasta
Gzerinde yapilan bir calismada engelli ¢ocuklarin
statlilerinde olumlu etkilerin

duygusal oldugu

belirlenmistir (Lukina, 1999).

Hekimlerin ve bir yunus antrenériiniin kontroli
altinda bu hayvanlar hastalarla temas ve iletisim
kurmay! icglidisel olarak bilmektedirler. Bu temas
esnasinda higbir ilacin veya hekimin mobilize

edemeyecegi gic ve tesirde olanaklar ortaya

¢ikmaktadir. Bu deniz memelileri muhtemelen
ultrason vasitaslyla hastayi yoklarken hasta organla-
ra mahsus karakteristik vibrasyonu hissetmektedir-
(Birch, 1998).

ultrason 1sinlamasi esnasinda omurga ve beynin

ler Yapilan arastirmalar sonucu,

rezonans titresimine girdigi ve bunun da sinir

sistemin daha iyi c¢alismasini saglayan cesitli

biyokimyasal maddelerin Uretimini stimiile ettigi
Yunusla

anlasiimistir. kurulan dogrudan temas

esnasinda bu nedenle insanda korku, stres ve
gerginlik hisleri azalmakta, kisi pozitif enerijilerin
akmaya basladigini hissetmekte ve negatif duygu-

lardan arinmaktadir (Birch, 1995; Birch 1998).

Yunusla yapilan terapilerin engellilerin tedavi-
iddia

katkilarinin

sinde oldukg¢a etkili bir yontem oldugu

edilmesine ragmen, uzun vadede
bilimsel olarak vyeterli dayanaginin olmadigl da
belirtiimektedir. Balina ve Yunus Koruma Dernegi
(The Whale and Dolphin Conservation Society-
WDCS) yunus

kandinldigi, duygularinin istismar edildigi, olagands-

terapi merkezlerinde insanlarin
ti tanitima ragmen bu yontemin hicbir bilimsel
dayanaginin olmadigini belirtmektedirler (Brakes ve

Williamson, 2007).

Yine ABD’de yapilan bir galismada WDCS'nin
bu

konuyla ilgili son sekiz yil icinde yayinlanmis olan bes

endiseleri  dogrulanmaktadir.  Arastiricilar,
hakemli ¢alismayi incelenmis ve bes ¢alismanin da
metodolojik olarak kusurlu oldugu, yunus terapisinin
gegcerli bir tedavi oldugunu veya ruh halindeki kisa
sureli iyilesmelerden daha fazlasini yapabildigini
gosteren higbir kanit olmadigini belirtmistir (Marino

ve Lilienfeld, 2007).

Yapilan bu galismayla gosteri ve terapi amagli
kullanilan deniz memelileri merkezlerinin fiziksel
yapilari ve canllarin bazi biyolojik 6zellikleri ortaya

konmaya galisiimistir.

MATERYAL ve METOT

Bu ¢alisma 2007 yilinda gosteri ve terapi merkezleri-
nin bulundugu Aydin-Kusadasi, Mugla (Bodrum ve
Marmaris), Antalya (Kas, Kemer, Beldibi ve Serik)
’daki isletmeler ziyaret edilerek yiiz ylze gorliismeler
ve anketler yapilmis, deniz memelileri (afalina tirt
fok

ursinus”, beyaz balina “Delphinapterus leucas” mors

yunus  “Tursiops truncatus”, “Callorhinus
“Odobenus rosmarus” ve deniz aslani “Zalophus

californianus”)  tesislerinin  durumlari  ortaya
konmaya calisiimistir. Tespit edilen deniz memelile-
rinin bazi biyolojik ve morfometrik parametreleri
(vas,

ortamlari, saglk kosullari vb.) belirlenmistir.

boy, agirlk, cinsiyet, beslenme, yasam
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SONUC

Ulkemizde 8 tesis belirlenmis ve tamami incelen-
mistir. Tesislerde terapi ve gosteri amaciyla bulunan

deniz memelilerinin dagilimlari Tablo 1’de belirtil-

Tablo 2. Tesislerdeki deniz memelilerin bazi biyolojik
verileri

Table 2. Some biological parameters of marine mammals
at the facilities

Tursiops truncatus (Yunus)

mektedir. Yas Boy(m) Agirhk(kg) Cinsiyet
o 6 2.25 120 Disi
Yapilan ¢alismada her canlinin tesisteki sorum- 4 2.20 120 Erkek
lu egitmenleriyle birebir gorisme vyapilarak ve 20 2.80 170 Erkek
. 12 2.50 150 Erkek
canhlar hakkinda tutulan kayit defterleri incelenerek 10 550 150 Erkek
elde edilen veriler Tablo 2’de verilmistir. 6 2.30 140 Erkek
6 2.50 150 Disi
Tesislerde ithal edilmis toplam 6 adet 14 3.00 180 Erkek
Callorhinus ursinus turi fok tespit edilmis ama 20 3.00 170 Disi
bunlarla ilgili kavitl lasil tir. Tespit edil 16 2.55 - Erkek
unlarla ilgili kayitlara ulagilamamistir. Tespit edilen 14 550 Erkek
3 beyaz balinanin 2’sinin erkek, oldugu belirlenmis- 20 2.70 Erkek
tir. Ayrica 1 disi deniz aslani ve 1 de disi mors tespit 12 2.40 Erkek
o 15 2.35 Disi
edilmistir. 14 2.30 Disi
. . . . 9 2.20 - Erkek
Gosteri ve terapi amagl tesislerde bulunduru- 95 2.20 Erkek
lan yunuslarin tespit edilen veriler dahilinde % 28'i 24 2.40 Disi
. s . o . 16 2.50 Disi
disi, % 72'si erkek bireylerden, en kigik yastaki
% y ’ guk vas 14 2.45 Erkek
bireyin 4, en blylk bireyin 24, ortalamanin 12.26 ve 7 2.50 Erkek
en diistik agirhigin 120 kg en buyik agirligin 250 kg, 7 2.50 Erkek
5 } 15 2.70 250 Erkek
agirlik ortalamasinin da 170 kg oldugu hesaplanmis- 3 260 220 Erkek
tir. 8 2.60 220 Erkek
Delphinapterus leucas(Beyaz balina)
Tesislerdeki deniz memelilerinin bakimi ve egi- 8 3.30 Erkek
timi icin biyologlar ve veterinerler gérev yapmakta, 8 3.25 Erkek
her deni lisinin bir egit i bi ik Disi
er deniz memelisinin bir egitmeni, bir veya iki Odobenus rosmarus (Mors)
egitmen yardimcisi bulunmaktadir. Her iki deniz 2 N
L . . o . I51
memelisiyle bir veteriner ilgilenmektedir. Calisan Zalophus californianus (Deniz Aslani)
personelin neredeyse tamami yabanci uyruklu olup 16 475 Disi
% 85’i Rusya ve Ukrayna kokenlidir. Ayrica hastalarin
tedavisinde gorevli olan terapistler bulunmaktadir.
Tablo 1. Deniz memelilerinin tesislere gore dagilimi
Table 1. Distribution of marine mammals according to facilities
iTHAL EDILEN
. . YAKALANAN -
IL ILCE YUNUS YUNUS FOK MORS DENIz BEYAZ
ASLANI BALINA
AYDIN Kusadasi 9 3 4 - - -
MUGLA Bodrum 4 - - - - -
MUGLA Marmaris 5 - - - -
ANTALYA Merkez - 3 2 - - 1
ANTALYA Kas 2 - - - -
ANTALYA Kemer - 2 - - 1
ANTALYA Serik 3 2 - 1 - 2
ANTALYA Beldibi 2 - - - -
TOPLAM 23 12 6 1 1 3
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Dogadan yakalanan yunuslarin adap-

tasyonlarinda sikinti yasanmadigi, ilk 2 giin igeri-
sinde elden beslenmeye alistiklari ve ilk 2 ay
insanla ylzmeye basladiklari,

icerisinde 6 ay

icerisinde de terapi amagh kullanilabildigi belirlen-

mistir.
Beslenme: Tesislerdeki deniz  memelilerinin
beslenmesinde genellikle kis aylarinda deniz

memelilerinin yaglanmasini saglamak igin uskumru,
istavrit, kolyoz, sardalya, ringa gibi yagh baliklar ile
Norveg somon filetosunun kullanildigi, yaz aylarinda
ise daha vyagsiz baliklarin tercih edildigi ayrica
Norvec¢’ten ithal edilen capelin (Mallotus villosus)

adli yagsiz bir baliginda kullanildigi tespit edilmistir.

Gilinlik yem tiiketimlerinin yunuslar ve foklar-
da yaz aylarinda 8 kg (3-5 6giin olarak) kis aylarinda
12 kg, deniz aslaninin ve morsun ise 20 kg oldugu

belirlenmistir.

Yasam ortamlari: Tesislerde deniz memelilerinin
bulundugu barinma ortamlari ya havuz sartlar yada
denizde yerlestirilmis kafes sartlarindan olusmakta-
dir. Tesislerin tamaminda deniz memelilerin daimi
olarak bulundugu alanlar, sov havuzlari, terapi
havuzlari ve karantina havuzlari mevcuttur. Deniz
Milli

paslanmaz

ortamlari Emlak Genel MidirlGgi’'nden

kiralanarak, kafeslerden ¢evrilerek
olusturulmustur. Deniz ortamindaki tesislerde su
sicakhginin yaz sezonunda maksimum 28 0C, kis
sezonunda minimum 16 °C arasinda degistigi, su
kalitesinin kontroli i¢in periyodik olarak bakteriyolo-
jik, mikrobiyolojik ve fiziksel analizlerinin yapildigi ve
kayit altina alindig1 belirlenmistir. Havuz ortamlarin-
daki

aylarinda artmasi

barinma vyerlerindeki su sicakhiginin yaz
durumda tesislerde sogutma
sistemlerinin oldugu, sistemdeki suyun 3 saatte bir
degistigi, sistemde otomatik klor miktari diizenleyi-
cisinin bulundugu, bu sayede klor dlizeyinin 0.5 ile
PH’sinin  7.2-7.6

sistemdeki

0.8 arasinda sabit tutuldugu,

arasinda tutuldugu ve suyun kum
filtreleri tarafindan temizlendigi, klorun yani sira
ozonunda kullanildigi belirlenmistir. Deniz ortamla-

rindaki barinma yerlerinin derinligi 8-12 m, havuz

ortamlarinin ise ortalama 4 m oldugu tespit

edilmistir.

Saghk kosullari: Tesislerdeki deniz memelileri
egitmenleri ve veterinerler tarafindan her giin rutin
olarak saglk kontrollerinin yapildigi ve bulunan
degerlerin kayit altina alindig, ayda 3 kez kan
parametrelerinin kontrol edildigi, 6 ayda bir ise

genel check- up yapildigi belirlenmistir.

Her giin dlzenli olarak deniz memelilerine be-

sinlerinin igerisinde vitamin verilmektedir. Kullanilan

vitaminlerin Essentiale Fort N (karaciger igin),
imuneks (immun sistem igin), Reflor (bagirsaklar
icin), Neurovit (B;, Bg), Seatabs, Centrum

(Multivitamin), Folbiol (Folik asit - gebelik donemi
icin), Supradyn, Sefola, Sfolin, Megadyn, Apikobal ve
Ester oldugu tespit edilmistir. Antibiyotik olarak
amoklavin ve ciflosin, mantar icin de fluzole’nin

kullanildigi belirlenmistir.

TARTISMA

Yapilan arastirmada gosteri ve terapi amagli
kullanilan deniz memelilerin yasama ortamlari,
beslenme durumlari, saghk kosullari, biyolojik ve
morfometrik parametreleri belirlenmeye c¢alisiimis-
tir. 2007 yilinda yapilan bu ¢alismada llkemizde 8
tesis tespit edilmis, tamami degerlendirmeye alinmis
ve bu tesislerde toplam 35 yunus, 6 fok, 3 beyaz
balina, 1 deniz aslani ve 1 mors belirlenmistir. 2010
yili itibari ile Sualti Arastirmalari Dernegi Deniz
Memelileri Arastirma Grubunun hazirlamis oldugu
raporda istanbul, Alanya ve Bursa’da agcilan yeni 3
adet tesisle birlikte tesis sayisi 11’e ¢ikmistir. Bu
tesislerde bulunan yunus sayisi 45 adete, fok sayisi
21 adete cikarken, beyaz balina sayisi ayni, deniz
aslani sayisi 2’ye mors sayisi da 3 adete g¢ikmistir

(Anonim 2010).

Terapi ve gosteri amagli tesislerde bulunduru-
lan yunuslarin % 72'nin erkek bireylerden olusmasi,
bu amaglar icin kullanilan yunuslarda erkek bireyle-

rin daha tercih edildigini gostermektedir.
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Tesislerde ¢alisan personelin neredeyse tama-
mi yabanci uyruklulardan olusmaktadir. Ulkemizde
deniz memelilerinin bakimi, egitimi gibi konularla
ilgili personel yetistirecek higbir kurum bulunma-
maktadir. Bu gibi tesislerde yardimci eleman olarak
Tirk personel galistirilmasi zorunlu hale getirildigi
takdirde, tecriibeli egitmenlerden yararlanilabilecegi
ve boylece lilkemizde de bu konuda yetismis eleman

acigl kapanacagi distintilmektedir.

Arastirma boyunca incelenen tesislerden sade-
ce birinin tamamen zihinsel ve bedensel engelliler
terapisini saglamak Gzere kuruldugu, diger tesislerin
ise genel olarak sov amach fakat ilave olarak zihinsel
ve bedensel engellilere hizmet verme amaciyla
kurulmus oldugu belirlenmistir. Son yillarda yapilan
bilimsel calismalar, uzman terapistler kontroliinde
yunusla yapilan terapilerin engellilerin tedavisinde
oldukga etkili bir yontem oldugunu gostermesine
ragmen bu gibi tedavilerin daha bilimsel calismalarla
desteklenmesi gerektigi distntlmektedir. Tedavi
ettigi hala tartisilan "yunus terapi" programlarinin
yunuslarin yani sira hasta aileleri de maddi ve ruhsal
yonden somurdikleri séylenmektedir. Brakes ve
Williamson (2007)’in hazirlamis olduklari raporda bu
konuda da insanlarin kandirildigi, yontemin higbir

bilimsel dayanaginin olmadigini belirtmislerdir.

Bazi tesislerin karada, bazi tesislerin ise deniz
ortamindaki askida kalan havuzlar seklinde oldugu
karadaki

tesislerde barindirilmasinin yerine, Marmaris’deki

belirlenmistir.  Deniz  memelilerinin
tesis gibi dogal ortamina daha yakin deniz ortamin-
da

distnilmektedir. Ayrica tlkemizdeki tesislerin hem

yapilan tesislerde barindirilmasi  gerektigi

gosteri hem de terapi amacgh degil, sadece terapi

veya sadece gosteri amach olmasi gerektigi dist-

nilmektedir.

Tarim ve Koyisleri Bakanligi’'nin ilgili personelle-
ri tarafindan dizenli olarak yapilan deniz memelileri
terapi ve gosteri merkezlerinin denetimi daha aktif

hale getirilmesi gerekmektedir. Ayni zamanda,

herhangi bir nedenle 6len deniz memelilerinin

yverine vyasal olmayan vyollarla avlanan deniz

memelilerinin degistiriimemesi icin deniz memelile-
rin markalanmasi ve elektronik kiinye takilmasi

gerektigi distinilmektedir.

Deniz memelileri gosteri merkezlerinde engelli
bireyler icin yapilan tedavilerin yararh olup olmadik-
lari, diger evcil hayvanlarla yapilan terapilerin
hastalar icin daha giivenli ve masrafsiz ve ayni etkiyi
gostermesine ragmen neden Ozellikle yunuslarin
tercih edildikleri, deniz memelilerin barinma ve
yasam ortamlarinin uygun olup olmadigi veya bu
deniz canlilarinin tutsakhg hakkinda olumlu ve
olumsuz birgok yayin bulunmaktadir (Birch, 1995;
Nathanson ve ark., 1997; Birch 1998; Lukina, 1999;
Lysenko ve ark., 2000; Heimlich 2001; Brakes ve

Williamson, 2007; Marino ve Lilienfeld, 2007).

Terapi ve gosteri merkezlerinde bulunan deniz
memelilerinin dogadan yakalanmasi, bu canlilari
dogal ortamlarindan koparip tutsak edilmesi, her ne
kadar bu canlilari belli amaglara hizmet ettiriliyor
da koruma altindaki
bir

olsalar bu canlilar dogal

ortamlarinda sosyal topluluk olusturduklar

unutulmamalidir.

Sonug olarak, diinyada gosteri ve tedavi amach

boyle bir sektér bulunmakta ve hizla sayilari
artmaktadir. Ulkemizde de bu tesislerin standartla-
rin  belirlenmesi, mevcut tesislerin belirlenen
standartlar dahilinde iyilestirilmesi, hayvan refahinin
en Ust dlizeyde tutulmasi ve bu konuda bilimsel

calismalarin arttirilmasi gerektigi dustintilmektedir.
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Abstract: The aim of this study was to determine the pestivirus, bluetongue virus and peste des petits ruminants virus using
serological methods in goats and sheep in Samsun Province. For this purpose, blood samples randomly collected from 144
sheep and 50 goats were analysed for the presence of antibodies against pestiviruses, BTV and PPRV using an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). Since pestiviruses cause persistent infection, antigen tests have also been performed
for this agent. Seropositivity rates in sheep were detected as zero %, 3.47 % and 90.27 % for BTV, PPRV and pestiviruses,
respectively. In addition, the pestivirus antigen was detected in three samples of sheep sera. Positivity rates for infections in
goats varied and were as follows: BTV 4 %, PPRV 2 %, and pestiviruses 10 %. However, no pestivirus antigen was detected in
goats. The results revealed that pestiviruses are more common than other infectious agent in Samsun province of northern
Turkey.

Key words: BTV, BVDV, Goat, PPRV, Sheep.

Samsun ilindeki Kiigiik Ruminantlarda Pestivirus, Mavidil Virusu ve Kii¢iik Ruminant Vebasi

Virusunun Serolojik Olarak Belirlenmesi

Ozet: Bu calismada, Samsun ilindeki koyun ve kegilerde pestivirus, mavidil virusu ve kiigciik ruminant vebasi virusunun
serolojik yontemlerle belirlenmesi amaglandi. Bu amagla, Samsun ilinden rastgele toplanan 144 koyun ve 50 kegi serumu
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) testi ile pestivirus, mavidil virusu ve kiglik ruminant vebasi virusu yoninden
test edildi. Pestiviruslarin persistens 6zelliginden dolayi antijen-ELISA testi de yapildi. Koyunlarda PPR icin % 3.47, pestivirus
icin % 90.27 seropozitiflik saptanmasina karsin, mavidil yéniinden antikor cevabi tespit edilemedi. Ug adet koyun serumun-
da ise pestivirus antijeni tespit edildi. Kegilerde mavidil igin % 4, PPR igin % 2, pestivirus icin ise % 10 seropozitiflik saptandi.
Kegi serumlarinin higbirinde pestivirus antijeni saptanamadi. Sonuglar, pestiviruslarin Samsun ilinde diger enfeksiyon
etkenlerinden daha yaygin oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: BTV, BVDV, Kegi, PPRV, Koyun.

HHarun ALBAYRAK
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INTRODUCTION

B

tropic zone of the world. All

luetongue (BT) is a vector-borne disease of
ruminants disseminated in the tropic and sub-
pestiviruses are
important pathogens causing economic losses in
cattle, sheep and pigs. Peste des petits ruminants
(PPR) is a contagious viral disease of the domestic
and wild ruminants. Bluetongue (BT) is an insect-
borne disease of ruminants caused by an arbovirus
and transmitted by haematophagous midges of the
genus Culicoides, family Ceratopogonidae. The BT
virus (BTV) is the prototype species of the genus
Orbivirus, family Reoviridae and occurs almost
globally between latitudes 35 °S and 50 °N. Sheep
and some species of deer frequently become
clinically ill as a result of BTV infection. The disease
can cause up to 100 % morbidity in sheep with 0-50
% case fatality rates (Schwartz-Cornil et al., 2008).
Goats, cattle and wild ruminants generally remain
asymptomatic, although the northern European
strain of BTV-8 has also caused a low but significant
level of clinical signs and mortality (<1 %) in cattle
(Koumbati et al., 1999; Szmaragd et al., 2007). At
least 24 immunologically distinct serotypes of the
virus are known (Roy, 2002); the serotypes present
in the Mediterranean basin are BTV-1, 2, 3, 4, 6, 9,
10, and 16 (Mellor and Wittmann, 2002). Of these
BTV-4, BTV-9 and BTV-16 have most recently been
isolated in Turkey (Erturk et al., 2004).

PPRV (order Mononegavirales, family Para-

myxoviridae, subfamily Paramyxovirinae, genus
Morbillivirus) is an acute and highly contagious virus
of small ruminants, which is characterized by high
fever, ocular and nasal discharge, pneumonia,
necrosis and ulceration of the mucous membrane
and inflammation of the gastrointestinal tract
leading to severe diarrhea (Dercksen et al., 2007).
Morbidity and mortality risks in small ruminants
vary but can be as high as 100 % and 90 % respec-
tively. These risks are usually lower in endemic areas
and mortality can be as low as 20 % maintained in

the young animals unless complicated with other

concurrent infections (Dercksen et al.,, 2007,
Albayrak and Alkan, 2009). A number of serological
and molecular diagnostic tests are used for the
identification of PPR virus, including competitive
(c-ELISA),

immunosorbent

enzyme-linked immunosorbent assay

immunocapture enzyme-linked
assay (IC-ELISA), agar gel immunodiffusion (AGID),
polymerase chain reaction (PCR), isolation on cell
culture and hemagglutination inhibition (Anony-
mous, 2009b). The c-ELISA has a higher specificity
(98.4 %) and sensitivity (92.4 %) than the VNT. The
sensitivity of c-ELISA for PPRV infection increases to
95.4 %, if the target population is not vaccinated

(Singh et al., 2004).

The genome of pestivirus consists of a single
stranded positive-sense linear RNA which is about
12.5 kb in size. Pestiviruses are small enveloped-
RNA viruses within the family Flaviviridae. The
genus pestivirus consists of four accepted species:
border disease virus (BDV), bovine viral diarrhoea
virus (BVDV-1, BVDV-2), classical swine fever virus
and a tentative giraffe species (Heinz et al., 2000).
Infection with pestiviruses can result in severe
economic and reproductive losses. Many studies
have shown that pestiviruses are not highly host-
specific. It has been reported that BVDV can infect
not only cattle but also sheep, swine, goat, deer and
giraffe; BDV infects sheep, swine and goats (Paton,
1995). Clinical signs of border disease in sheep
include barren ewes, abortions, malformations,
stillbirths, and the birth of small weak lambs and
persistent infections of the offspring. Affected lambs
can show tremor, abnormal body conformation and
hairy fleeces (so-called ‘hairy-shaker-’ or ‘fuzzy’
lambs syndrome). BDV have also caused mucosal

disease-like lesions in sheep (Monies et al., 2004).

The objective of this study was to serologically
determine the PPRV, BTV and pestiviruses in sheep

and goats in Samsun province of Turkey.
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MATERIALS and METHODS

Blood samples were collected from sheep and goats,
without clinical signs of the disease from Samsun
province in the northern part of Turkey between
June and October 2010. The age of the animals
varied from 1 to 5 years. Blood samples were taken
from the jugular veins of the animals. Blood tubes
(without EDTA) were centrifuged at 3,000 x g for 10
min, and the serum samples were transferred to
sterile tubes and stored in -20 °C until used. The
commercial ELISA kits were obtained from Institut
BTV and

pestivirus antibody and antigen. All the tests were

Pourquier, Montpellier, France, for
performed according to the producers’s description.
Plates were read with an ELISA reader at 450 nm.
Results were calculated. Blood samples were tested
for the detection of antibodies against to PPRV by a
commercial c-ELISA kit (Biological Diagnostic, UK).

The ELISA was performed according to the manufac-

turer’s instructions as described elsewhere (Ander-
son et al., 1991).

RESULTS

Totally, sera samples of 144 sheep and 50 goat were
tested for the presence of antibodies from BTV,
PPRV and pestiviruses by ELISA. Seropositivity rates
in sheep were detected as zero %, 3.47 % and 90.27
% for BTV, PPRV and pestiviruses, respectively. In
addition, the pestivirus antigen was detected in
three sheep serum samples. Positivity rates for
infections in goats varied and were as follows: BTV
4.0 %; PPRV 2.0 %; pestiviruses 10.0 %, however no
pestivirus antigen was detected in goats. The
seroprevalence rate for pestivirus specific antibod-
ies was significantly higher in sheep (90.27 %) than
in goats (10.0 %) (Table 1). Use of the Chi-square
test to determine significance of sheep was more
susceptible for infection than goats
(p<0.01).

pestivirus

Table 1. The number and ratio of BTV, PPRV and Pestivirus seropositive animals
Tablo 1. BTV, PPRV ve Pestivirus seropozitif hayvanlarin sayilari ve oranlari

Animals No. of serum No Positive (%)
samples BTV PPRV Pestivirus Ab Pestivirus Ag
Sheep 144 zero (-) 5(3.47) 130 (90.27) 3(2.08)
Goat 50 2 (4.0) 1(2.0) 5(10.0) 0(-)
Total 194 2 (1.03) 6 (3.09) 135 (69.58) 3(1.54)
DISCUSSION indirect ELISA in the detection of BTV antibodies

Small ruminant production in Turkey is gaining more
importance with the reasons of decreasing number
of animals, increase in meat prices and more
demand on small animal meat. Some viral agents
are big threats to this sector. ELISA is a simple,
sensitive, rapid test; modifications of ELISA are most
widely used for antibody and antigen detection
(Anonymous, 2009a). The c-ELISA has been reported
as the test of choice for BT diagnosis, it is always
more sensitive than the agar gel immunodiffusion
test (AGID), the modified complement fixation test,

and the plaque neutralization tests and as well as

(Afshar et al., 1987; Osburn, 1994). BT, PPR and
pestiviruses are important viral diseases in domestic
small ruminants. These diseases share more or less
a similar pattern of geographic distribution with
high seroprevalence in the target species, sheep and
goats. These diseases are responsible for a signifi-
cant economic loss in sheep and goat productivity in
the endemic regions (Heinz et al., 2000; Singh et al.,
2004; Dercksen et al., 2007).

BTV infection of ruminants are commonly seen
in most of the tropical and subtropical regions

between 35° south and 40° north latitutes, in which
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Culicoides midges are extremely effective (Gibbs
and Greiner, 1994). Serological studies carried out in
the world show that prevalance of BTV infections
ranged from 1.6 to 50 % between countries (Gibbs
and Greiner, 1985; Tamayo et al., 1985). Many
studies have been performed in different parts of
Turkey for BTV. The BTV infection has been
intensively seen in the south (Mediterranean
region), southeastern, west (Aegion region) and
nortwestern (Marmara region) of Turkey. In Turkey,
seroprevalance in the flock of sheep and goats
varies from region to region. Burgu et al. (1992)
performed a serosurvey among sheep in the south,
Southeast and Aegean region, the proportion found
as 25.5 %. Bolat (1986) found 7.29-16.23 %
seropositivity in the sheep in the East and Southeast
and Erturk (1994) detected zero—42 % in sheep in
Southeast Anatolia. It was reported that 14.5 % of
sampled animals among goats have BT virus specific
antibodies in eastern and Southeastern regions of
Turkey (Ataseven et al.,, 2006). It was announced
that BTV seroprevalence was 49.8 % in sheep in
Kirikkale district of Turkey (Azkur et al., 2011).
Albayrak and Ozan (2010) found 3 % seropositivity
in sheep in the middle Blacksea region. Okur-
Gumusova et al. (2006a) detected 2.44 % seroposi-
tivity rate in sheep in the middle Blacksea region. It
was reported that seroprevalance is between 1.5 %
and 17.1 % in sheep flocks in Burdur and Konya
districts of Turkey, respectively (Bulut et al., 2006).
They also reported that seropositivity rate in goats is
60 %.

The seroprevalance (zero % and 4 % for sheep
and goats, respectively) detected in this study is
lower than previously reported studies in Turkey,
but our results were found to be similar in the same
region (Okur-Gumusova et al., 2006a; Albayrak and
Ozan, 2010). The reason can be the season of the
sampling that was done in June. In June the flying
period of Culicoides is just starting. Reservoir—
vector—climate trio was very important at the

epidemiology for the all mosquito-borne viruses.

Given are average annual values of heat, humidity,
and rainfall of Aegean region (western) [16.3 °C
(6.4-26.8 °C), 63.2 %, 725.9 mm’] and Blacksea
region (northern) [13.0 (4.2-22.1), 71 %, 842.6
mm3]; additionally, annual heat changes are more
dramatic in Blacksea region (Anonymous, 2010).
Higher vector activity cause to increase in vector-
dependent diseases. Climate conditions of western,
central and southern parts of Turkey were more
suitable for mosquitoes than northern part of
Turkey. It is commonplace knowledge that the result
of the seroprevalance studies are influenced by
many factors such as the number of sampled
animals, the age of the animals, the time of
sampling, the conditions of care and feeding,

individual differences and so on.

Seroprevalance of pestiviruses in the flock of
sheep and goats varies from region to region in
Turkey, but the average percentage is between 5.7
% and 64.6 %. The seroprevalance rates of pesti-
viruses were found as 64.6 % in aborted sheep and
5.7 % in aborted goats in Burdur region by Hasir-
cioglu et al. (2009), 42.8 % in aborted sheep by
Burgu et al. (1987), and 18.94 % in healthy sheep by
Okur-Gumusova et al. (2006b).

Serological studies carried out in the world
show that prevalance of pestivirus infections ranged
from five to 50 % between countries and from
region to region within countries (Nettleton et al.,
1998). The seroprevalence of pestiviruses (90.27 %
and 10.0 % for sheep and goats, respectively)
detected in this study is higher than the previously
reported studies. This situation could be explained
with the factors causing increase in the virus
resistance such as keeping sheep and goats in
crowded and insufficient aerodynamic conditions,
making animal breeding in primitive conditions,
stress, insufficient feeding, knowledge inadequacy
in the animal owners with regard to preventive
medicine, animal movements from one place to
another place and inadequacy of periodic laboratory
several countries

investigations. In in Europe
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compulsory and voluntary eradication programs
exist for BVDV in cattle herds (Greiser-Wilke et al.,
2003). No BDV control programs for sheep have
been described in Europe. However, border disease
is considered an economically important disease in
sheep farming (Nettleton et al., 1998). No vaccina-
eradication and control

tion, programme for

pestiviruses are present in Turkey.

Pestiviruses are frequent contaminants of
modified live virus vaccines produced on primary
ovine and bovine cells (Thabti et al., 2002). Many
live vaccines used for control peste des petits
ruminants, sheep and goat pox, etc may play a role
in pestivirus maintenance and/or dissemination in
the region. Serological studies carried out in the
Middle east and Africa show that prevalance of
PPRV infection varies between 5.8 % and 57.3 %
(Taylor, 1979; Lefevre et al., 1991). In Turkey,
seroprevalance in the flock of sheep and goat varies
from region to region, but the average percentage is
between 8.39 % and 47.17 % in healthy flocks. The
seropositivity rates were detected 29 % and 24 % in
sheep and goats, respectively. (Ozkul et al., 2002;
Tatar et al., 2002). The seroprevalance (3.47 % and
2.0 % for sheep and goats, respectively) detected in
this study is lower than the seroprevalance (14.9 %)
reported by Albayrak and Alkan (2009) for the
Blacksea region. We know that seroprevalance
values of similar infections may be effected by
various factors such as the number of sampled
animals, population size, age of the animals, time of
sampling, management the conditions, climatic and
geographycal features of the territories, individual
differences. In this respect, when the results of
these two studies were evaluated extensively,
similar findings were found about the exis-
tence/prevalance of infection in this area. In
conclusion, the results of investigation indicate that
pestivirus is more widespread in sheep and goats
than other diseases (BT and PPR) in Samsun
province and reveal that pestivirus infections have

to be considered as one of the major pathogens.
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Kivircik Koyunlarinda Koroner Arterler Uzerine Makroanatomik Bir Calisma*
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Ozet: Bu calismada, Kivircik koyununda koroner arterlerin makroanatomik &zelliklerini ortaya koymak amaglandi. Arastir-
mada 14 adet Kivircik koyunu kalbi kullanildi. Koroner damarlara renklendirilmis latex enjekte edildi. Diseke edilen kalpler
incelenerek fotograflandi. Kivircik koyunlarinda kalbin arteriyel vaskularizasyonunun, a. coronaria dextra ve a. coronaria
sinistra tarafindan saglandigi goézlendi. A. coronaria dextra ve dallarinin daha zayif ve az sayida septal dal verdigi belirlendi.
A. coronaria dextra’nin iki koyunda orijininden sonra iki dala ayrildig1 saptandi. A. coronaria dextra’nin, sulcus coronarius’a
yonelen dalinin atrial dallari, distal’e yonelen dalinin ise ventrikular dallari verdigi tespit edildi. R. distalis atrii dextri’nin Ug
kalpte bulunmadigi saptandi. R. marginis ventricularis dextri ile r. distalis ventriculi dextri’nin alti kalpte ortak bir kok ile
ciktiklari belirlendi. A. coronaria sinistra’nin bes numunede r. interventricularis paraconalis ve r. circumflexus sinister’e
ayrildigi; bu iki dala ilave olarak, dokuz numunede, r. proximalis atrii sinistri, i¢ materyalde r. septalis, bir numunede ise r.

intermedius atrii sinistri’nin a. coronaria dextra’dan ayrildigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Kivircik koyun, Koroner arter, Makroanatomi.

A Macroanatomical Study on the Coronary Arteries of Kivircik Sheep

Abstract: The aim of this study was to determine the macroanatomical properties of coronary arteries of Kivircik sheep. In
this study, 14 Kivircik sheep hearts were used as the material. The coronary arteries were filled by the injection of coloured
latex. Dissected hearts were evaluated and photographed. Arterial vascularisation of the heart was provided by the left and
right coronary arteries. The septal branches from which the right coronary artery and its branches gave off during their
course were lesser in number and thinner than the septal branches from which the left coronary artery and its branches
gave off during their course. The right coronary artery divided into two branches after its origin in two samples. The branch
directed to coronary groove gave off the atrial branches, while the other branch directed distally gave off the ventricular
branches. The right distal atrial branches were not observed in three hearts. The right ventricular marginal and distal
branches were originated from a common root in six materials. The left coronary artery divided into the paraconal
interventricular and left circumflex branches in five of 14 samples. In addition to these two vessels, it gave off the left
proximal atrial branch in nine samples, septal branch in three samples and left intermediate atrial branch in one heart.

Key words: Kivircik sheep, Coronary artery, Macroanatomy.
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Dogruer ve Ozmen

GiRi$
T rakya, Marmara’nin dogusu ve Ege bdlgesinin
bazi illerinde yaygin olarak yetistirilen kivircik
koyunu et kalitesi yoniinden koyun irklari arasinda
Turkiye’de ilk sirada yer alr (Akgapinar, 2000).
Kalbin arterial vaskularizasyonu, a. coronaria dextra
ve a. coronaria sinistra tarafindan saglanir (Tecir-
lioglu ve ark., 1977; Schummer ve ark., 1981;
Karadag ve Soyglder, 1989).

A. coronaria dextra, aorta’nin baslangici dizey-

inde valvula semilunaris dextra seviyesinden
orijinlenir (Tecirlioglu ve ark., 1977; Dursun, 1979;
Schummer ve ark., 1981; Tipirdamaz, 1987; Karadag
ve Soyguder, 1989; Tipirdamaz ve ark., 1996). A.
coronaria dextra, truncus pulmonalis ile auricula
dextra arasindan gegerek, sulcus coronarius’a ulasir
(Mdller ve ark., 1964; Tecirlioglu ve ark., 1977;
1979; Tipirdamaz, 1987;

1989). A. coronaria dextra,

dextrum igin r. proximalis atrii dextri, r. intermedius

Dursun, Karadag ve

Soyglider, atrium
atrii dextri ve r. distalis atrii dextri'yi; ventriculus
dexter icin de r. coni arteriosi, r. proximalis ven-
triculi dextri, r. marginis ventricularis dextri ve r.
distalis ventriculi dextri’yi verir (Muller ve ark., 1964;
Bhargava ve Beaver, 1970; Dursun, 1979; Tipir-
1989). A.

coronaria dextra, inekte septum interventriculare’ye

damaz, 1987; Karadag ve Soyglder,

de dallar verir (Bhargava ve Beaver, 1970).

Chakravarthy ve Sastry (1979) kecide, Tipir-
damaz (1987) Akkaraman koyunu ve kil kegisinde,
Karadag ve Soygulder (1989) Dogu Anadolu Kirmizisi
coronaria sinistra’nin a. coronaria
bir

coronaria

sigirinda, a.
dextra’dan daha kuvvetli damar
bildirmislerdir. A.
baslangici dlizeyinden orijinlenir (Mdaller ve ark.
1964; Dursun 1978, Schummer ve ark., 1981;
Tipirdamaz ve ark.,1996). A. coronaria sinistra,

sulcus coronarius diizeyinde aralarinda dik agi

oldugunu

sinistra aorta’nin

olusturacak bicimde r. circumflexus sinister ile r.
interventricularis paraconalis’e ayrilir (Mller ve ark.

1964; Bhargava ve Beaver 1970, Tecirlioglu ve ark.,

1977; Chakravarthy ve Sastry, 1979; Tipirdamaz,
1987; Karadag ve Soygider, 1989). Bu damarin,
nadiren, r. circumflexus sinister ve r. interventricu-
laris paraconalis’ten baska, kopekte (Dursun ve
Tlrkmenoglu, 1996; Tipirdamaz ve ark., 1996; Bull
ve Martins, 2002) ve sigirda (Bhargava ve Beaver,
1970) . ifade edilmektedir.
Ruminantlarda (Tecirlioglu ve ark., 1977; Tipir-
1989) ve

interventricularis

septalis’i  verdigi
1987; Karadag ve Soyglder,
1979) .

paraconalis, a. coronaria sinistra’dan ayrilir ve apex

damaz,
kopekte (Dursun,

cordis’e dogru seyreder. R. interventricularis
paraconalis orijininden sonra seyri boyunca rr. septi
interventricularis (Dursun ve ark., 1996), r. coni
arteriosi, r. collateralis sinister proximalis ve r.
collateralis sinister distalis’e dallanir (Dursun, 1979;
Dursun, 1981; Karadag ve Soyglider, 1989). R.
interventricularis paraconalis’in  seyri sirasinda
septum interventriculare’ye rr. septales isimli dallari
verdigi bildirilmektedir (Mdller 1964;
Tecirlioglu ve ark., 1977; Aksoy ve Karadag, 2002;
Dursun ve ark. 1996). Bull ve Martins (2002) 30

kdpekten 15’inde septal arterlerin r. interventricu-

ve ark.,

laris paraconalis’ten orijinlendigini vurgulamaktadir-

lar.

R. circumflexus sinister, r. interventricularis
paraconalis’in baslangici seviyesinde a. coronaria
1970;

Tecirlioglu ve ark., 1977; Tipirdamaz, 1987; Karadag

sinistra’dan aynlir (Bhargava ve Beaver,
ve Soygider, 1989). Kopeklerde r. circumflexus
sinister’in da
bildiriimektedir (Dursun, 1979; Bull ve Martins,
2002).

nadiren aorta’dan ayrilabilecegi

R. circumflexus sinister’in atrial dallari; r.

proximalis atrii sinistri, r. intermedius atrii sinistri ve
r. distalis atrii sinistri’dir (Tecirlioglu ve ark., 1977;
Schummer ve ark., 1981; Karadag ve Soygider,
1989). Dursun (1979), kopekte r. intermedius atrii
bazi  numunelerde

sinistri’nin bulunmadigini

bildirmektedir. R. circumflexus sinister, sulcus
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interventricularis subsinuosus’ta, r. interventricu-
laris subsinuosus adi ile seyrederek, apex cordis’e
ulasmadan, ventriculus sinister’in duvari iginde
sonlanir ve bu damar r. proximalis ventriculi sinistri,
r. marginis ventricularis sinistri ile r. distalis venticuli
sinistri’yi verir (Dursun, 1979; Schummer ve ark.,

1981; Tipirdamaz, 1987; Bull ve Martins, 2002).

Sunulan bu galismada, Kivircik koyununun daha
once arastirilmayan koroner arterlerinin sabit ve
degisken anatomik Ozelliklerinin ortaya konulmasi

amaglandi.

MATERYAL ve METOT

Balikesir ili mezbahanesinden temin edilen 14 adet
Kivircik koyunu kalbi kullanildi. Koroner damarlar
icine yerlestirilen kandller vasitasi ile 6énce ¢esme
suyu, sonra da distile su ile damarlar temizlendi.
icin,

renklendirilmis

Koroner arterlerin demonstrasyonu kirmizi

kumas boyasi (Goya) ile latex,
koroner venlerin belirlenmesi icin de mavi kumas
boyasi (Goya) ile renklendirilmis latex daha once
yerlestirilen kandiller vasitasi ile enjekte edildi
(Aycan ve Bilge, 1984). Kalpler % 10’luk formaldehit
solusyonu iginde bir hafta bekletildi. Materyallerin
yapilp fotograflandi. Olgiimlerde
kullanildi.

Nomina Anatomica Veterinaria (2005) esas alindi.

diseksiyonlari

Verniyer tipi kumpas Terminolojide

SONUC

Kivircik koyunlarinda kalbin arterial vaskularizas-
yonunun, aorta’dan orjinlenen a. coronaria dextra
(Sekil 1,2/1) ve a. coronaria sinistra (Sekil 1/6, 7/1)

tarafindan saglandig1 gézlendi.
A. Coronaria Dextra

A. coronaria dextra’nin, ostium aorta seviyesinde
aorta’dan orijinlendigi (Sekil 1,2/1, 3/6) belirlendi. A.
coronaria dextra’nin verdigi septal dallarin, a.
coronaria sinistra’nin verdigi septal dallardan daha

az sayida ve zayif oldugu gorildi. A. coronaria

dextra’nin 12 kalpte tek dal ile orjinlenip sonradan
iki dala ayrildigi ve bu dallardan birinin sulcus
coronarius’ta seyrederken digerinin sulcus interven-
tricularis’te seyrettigi tespit edildi. Bu kalplerde
atrium dextrum igin, r. proximalis atrii dextri, ve r.
intermedius atrii dextri’yi; ventriculus dexter igin ise
r. coni arteriosi, r. proximalis ventriculi dextri, r.
marginis ventricularis dextri ve r. distalis ventriculi
dextri'yi verdigi belirlendi. Ancak bu dallara ilave
olarak, atrium dextrum igin, 11 kalpte r. distalis atrii
dextrii'yi verdigi gozlendi. iki kalpte a. coronaria
dextra’nin iki ayri dal ile orijinlendigi belirlendi (Sekil
2/2,3).

seyredenin atrial dallari; ventriculus dexter Gzerinde

Bu dallardan sulcus coronarius iginde

seyredenin ise ventrikular dallari verdigi saptandi.

Sekil 1. A. coronaria dextra ve a. coronaria sinistra ile

dallari.

Figure 1. The right and left coronary arteries and their

branches.

A- aorta B- truncus pulmonalis, C- auricula sinistra, D-
auricula dextra, 1- a. coronaria dextra, 2- a. coronaria
dextra’nin r. septalis’i, 3- r. coni arteriosi, 4- r. proximalis
atrii dextri, 5- r. intermedius atrii dextri, 6- a. coronaria
interventricularis

sinistra, 7- r. paraconalis, 8- r.

interventricularis paraconalis’in r. septalis’i, 9- r.
circumflexus sinister, 10- r. proximalis atrii sinistri, 11- r.

proximalis ventriculi sinistri.
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.
A

Sekil 2. A. coronaria dextra’nin iki dala ayrilmasi.

Figure 2. Separeted with two branches of the right
coroner artery. A- aorta, B- auricula dextra, C- truncus
pulmonalis, 1- a. coronaria dextra, 2- a.
dextra’nin, sulcus coronarius’ta seyreden dah, 3- a.
coronaria dextra’nin ventriculus dexter’de seyreden dali,
4- r. coni arteriosi, 5- r. proximalis ventriculi dextri, 6- r.
marginis ventricularis dextri, 7- r. distalis ventriculi dextri,
8- r. septalis'ten ayrilip aorta’ya giden dal, 9- r.
septalis’ten ayrilip conus arteriosus’a giden dal, 10- r.
interventricularis paraconalis.

coronaria

R. septalis’in, a. coronoria dextra’nin baslangi-
cndan c¢iktig (Sekil 1/2) ve ventrikil duvarina
girmeden iki dala ayrnldigi belirlendi. Bu dallardan
birinin aorta (Sekil 2/8), digerinin conus arteriosus’ta
(Sekil 2/9) dallandig gbzlendi.

R. proximalis atrii dextri’'nin hem iki dal ile
orijinlendigi iki kalpte, hem de tek dal ile ayrildig1 12
kalpte (Sekil 1/4) sulcus coronarius iginde seyreden
dalindan, orijinlendigi goruldi. R. proximalis atrii
dextri'nin auricula dextra ile aorta arasindan
caudal’e yoneldigi ve auricula dextra’nin medial

ylziinde dagildigi tespit edildi.

R. intermedius atrii dextri’nin, hem iki dal ile
orijinlendigi iki kalpte, hem de tek dal ile ayrildig1 12
kalpte (Sekil 1/5), a. coronaria dextra’nin sulcus
coronarius’ta seyreden dalindan baslangic aldig

tespit edildi. Dort kalpte margo ventricularis

Sekil 3. R. distalis ventriculi sinistri’nin varyasyonu.
Figure 3. The variation of the left ventricular distal branch.

A- auricula sinistra, B- aorta, C- auricula dextra, 1- r.
circumflexus sinister, 2- r. distalis ventriculi sinistri, 3- r.
interventricularis subsinuosus, 4- r. distalis atrii sinistri, 5-
r. ventriculi dextri, 6- a. coronaria dextra, 7- r. distalis atrii

dextri.

dextra’dan hemen o6nce, 10 kalpte
ventricularis dextra’yi gectikten sonra a. coronaria
(Sekil 1/5). R.

numunede, .

ise margo

dextra’dan orijinlendigi gozlendi

intermedius atrii dextri'nin ki
proximalis atrii dextri ve r. distalis atrii dextri ile

anastomozlastig1 gézlendi.

R. distalis atrii dextri, tespit edildigi 11 kalpte

a. coronaria dextra’nin  dorsal duvarindan
orjinlendigi (Sekil 3/7), U¢ kalpte ise bu damarin

bulunmadigi belirlendi.

R. coni arteriosi’'nin, a. coronaria dextra’dan
orijinlenip, conus arteriosus’u besledigi saptandi
(Sekil 1/3, 2/4).

R. proximalis ventriculi dextri'nin, a. coronaria
kalbin

duvari

dextra’dan orta
1/3’Unde

sonlandigi belirlendi (Sekil 2/5, 4/9).

orijinlendikten  sonra,

ventriculus  dexter’in icinde
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R. marginis ventricularis dextri'nin, a.
coronaria dextra’dan 14 kalbin sekizinde tek basina,
ile birlikte

ayrildig: tespit edildi (Sekil 2/6). Bu damarin margo

altisinda r. distalis ventriculi dextri

ventricularis dexter’e paralel olarak seyredip,
ventriculus dexter’in duvari iginde sonlandig
goriuldu. Bir kalpte bahsedilen arterin, r.

interventricularis paraconalis’in ventriculus dexter

icin verdigi dallar ile anastomozlastigi tespit edildi.

R. distalis ventriculi dextri, a. coranoria

ayrilip
interventricularis subsinuosus’a parelel bir seyirle

dextra’nin  ventral duvarindan sulcus
distal yonde seyrettigi gozlendi (Sekil 2, 5/7). Kalbin
orta 1/3 seviyesinde ventriculus dexter duvarina

dagilarak sonlandigi tespit edildi.

Sekil 4. R. interventricularis paraconalis ve dallari.

Figure 4. The paraconal interventricular ramus and its
branches. A- auricula sinistra, B- truncus pulmonalis, C-
aorta, D- auricula dextra, 1- r. interventricularis
paraconalis, 2- r. coni arteriosi, 3- r. collateralis sinister
proximalis, 4- r. collateralis sinister distalis, 5- r.
circumflexus sinister, 6- r. proximalis ventriculi sinistri, 7
rr. septalis, 8- a. coronaria dextra’nin r. coni arteriosi’si, 9-
r. proximalis ventriculi dextri, 10- r. marginis ventricularis
dextri.

A. Coronaria Sinistra

A. coronaria sinistra’nin, a. coronaria dextra’dan
daha kalin ve daha uzun bir seyir gosterdigi, sinus
aortae seviyesinde aorta’dan ayrildigi (Sekil 1/6, 6/1,
7/1) ve truncus pulmonalis ile auricula sinistra’nin
arasindan gecerek, sulcus coronarius’a ulastigl
gorildi. Bu damarin 14 kalbin tamaminda sulcus
coronarius ile sulcus interventricularis paraconalis’in
birlesme yerinde r. circumflexus sinister (Sekil 1/10)

ve r. interventricularis paraconalis’e (Sekil 1/7)

Sekil 5. R. interventricularis subsinuosus ve dallari.

Figure 5. The subsinuosal interventricular ramus and its
branches.

1- r. circumflexus sinister, 2- r. distalis ventriculi sinistri, 3-
r. ventriculi dextri, 4- r. interventricularis subsinuosus, 5-
rr. septalis, 6- a. coronaria dextra, 7- r. distalis ventriculi
dextri.

ayrildig1 belirlendi. A. coronaria sinistra’nin, dokuz
kalpte r. proximalis atrii sinistri (Sekil 7/2), t¢ kalpte
r. septalis (Sekil 7/4), bir kalpte ise r. intermedius
atrii sinistri’yi (Sekil 7/3) verdigi tespit edildi.

R. interventricularis paraconalis’in, sulcus
coronarius ile sulcus interventricularis paraconalis’in
birlesme yerinde a. coronaria sinistra’dan ayrildig
(Sekil 1/7, 4/1, 6/9, 7/5) ve sulcus interventricularis
paraconalis’e girdikten 0,5-1 cm sonra 2-2,5 cm’lik

kalp kas koprisu ile ortali oldugu saptandi. R.
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interventricularis  paraconalis’in  apex  cordis
civarinda iki dala ayrildigi gorildi. Bu iki daldan
ventriculus dexter’e yakin olaninin, 4 kalpte, margo
ventricularis dexter’i asarak facies atrialis’e ulastig
ve r. interventricularis subsinuosus’un ug dallari ile
anastomoz yaptigl tespit edildi. Diger 10 kalpte ise
facies auricularis’te apex cordis yakininda sonlandigi
gozlendi. Ikinci dal ise apex cordis yakinlarinda
dagilarak sonlanmaktaydi. R. interventricularis
paraconalis’in, 11 kalpte orijininden hemen sonra r.
septalis’i (Sekil 1/8), ayrica sulcus interventricularis
paraconalis icindeki seyri boyunca septum
interventriculare icin ¢ok sayida ince dal verdigi
(Sekil  4/8). R.

paraconalis’in, bu dallardan baska, conus arteriosus

saptandi interventricularis
icin r. coni arteriosi, ventriculus sinister icin de r.
collateralis sinister proximalis ve r. collateralis

sinister distalis’i verdigi belirlendi.

I

Sekil 6. R. circumflexus sinister’in farkli dallanmasi.

Figure 6. Different branching of the left circumflex branch.
A- tr. pulmonalis, B- auricula sinistra, 1- a. coronaria
sinistra, 2- r. circumflexus sinister, 3- r. proximalis
ventriculi sinistri ile r. marginis ventricularis sinistri'nin
ortak koku, 4- r. proximalis ventriculi sinistri, 5- r. marginis
ventricularis sinistri, 6- r. proximalis atrii sinistri, 7- r.
intermedius atrii sinistri, 8- r. distalis atrii sinistri, 9- r.
interventricularis paraconalis, 10- r. collateralis sinister
proximalis.

Sekil 7. R. intermedius atrii sinistri ve r. septalis’in farkh
orijinlenmesi.

Figure 7. Different originated of left atrial intermedier
branch and septal branch.

A- aorta, B- truncus pulmonalis, C- auricula sinistra.1- a.
coronaria sinistra, 2- r. proximalis atrii sinistri, 3- r.
intermedius  atrii  sinistri, 4- r. septalis, 5- r.
interventricularis paraconalis, 6- r. coni arteriosi, 7- r.
circumflexus sinister, 8- r. proximalis ventriculi sinistri.

R. coni arteriosi’in, r. interventricularis
paraconalis’ten ayrildiktan sonra 1-3 dal halinde

conus arteriosus’a ulastigi gozlendi (Sekil:4/2, 7/6).

R. collateralis sinister proximalis (Sekil 4/3,
6/10) ve r. collateralis sinister distalis’in (Sekil 4/4),
13 kalpte,
interventricularis paraconalis’ten orijinlendigi, her

aralarinda 1,5-3 cm aralik ile r.
iki damarin, birbirine paralel olarak seyredip, margo
ventricularis sinister seviyesinde sonlandigi belirlen-
di. Bir kalpte ise, r. interventricularis paraconalis’in
ventriculus sinister’e giden tek bir dal verdigi ve bu
dalin da kisa bir seyirden sonra ikiye ayrilarak, r.
collateralis sinister proximalis ve r. collateralis
sinister distalis’in vaskularize etmeleri gereken
bolgeyi besledigi tespit edildi. R. collateralis sinister
distalis’in, septum interventriculare icin de septal

dallar verdigi belirlendi.

R. circumflexus sinister’'in, a. coronaria
sinistra’nin sulcus coronarius icindeki devami olup,
auricula sinistra’nin serbest kenari altindan gegerek
margo ventricularis sinister’e ulastigr gorildu (Sekil
1/9, 3/1, 4/5 5/1, 6/2, 7/7). R. circumflexus sinister,
seyri esnasinda, r.

proximalis atrii sinistri, r.
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intermedius atrii sinistri, r. distalis atrii sinistri, r.
proximalis ventriculi sinistri, r. marginis ventricularis
sinistri ve r. distalis ventriculi sinistri'yi verdikten
sonra, sulcus interventricularis subsinuosus icinde, r.
interventricularis subsinuosus adini alarak seyrine
devam ettigi belirlendi. iki kalpte, r. intermedius atrii
sinistri'nin ~ bulunmadigi  gorildi.  Ayrica  r.
circumflexus sinister’in, atrium sinistrum’a giden 1-

2 ince dal daha verdigi belirlendi.

R. proximalis atrii sinistri'nin dokuz kalpte a.
coronaria sinistra’dan (Sekil 6/6, 7/2), dort kalpte r.
circumflexus sinister’in dorsal duvarindan (Sekil
1/10), bir kalpte ise a. coronaria sinistra ile r.
circumflexus sinister’in arasindaki acidan
orijinlendigi goérildi. R. proximalis atrii sinistri’nin,
auricula sinistra’nin aorta’ya bakan ylzl boyunca
ilerledigi ve 14 kalbin yedisinde atrium sinistrum’un
medial ylziinde sonlanirken, diger yedisinde atrium
dextrum’un yakinlarina kadar uzandigi saptandi. R.
proximalis atrii sinistri’nin sekiz kalpte caudal yonde
ince bir dal verdigi ve bir kalpte caudal’e yonelen bu
dal

anastomozlastig gozlendi.

ile r. intermedius atrii sinistri’nin

R. intermedius atrii sinistri’'nin yedi kalpte r.
proximalis atrii sinistri’nin orijininden 0,5-2,5 cm
sonra, dort kalpte margo ventricularis sinistri
seviyesinde r. circumflexus sinister’den ayrilirken, iki
kalpte bulunmadigi, bir kalpte ise a. coronaria
sinistra’dan ayrildigi (Sekil 7/3) tespit edildi. R.
intermedius atrii sinistri'nin bulunmadig kalplerde,
bu damarin besledigi bolgenin, r. proximalis atrii
sinistri’den ayrilan bir dal tarafindan vaskularize
edildigi tespit edildi. R. intermedius atrii sinistri’nin
bir kalpte r. proximalis atrii sinistri'yle, baska bir
kalpte ise r. distalis atrii sinistri ile anastomozlastigi

belirlendi.

R. distalis atrii sinistri’'nin, r. circumflexus

ayrilip,
sinistrum, sinus coronarius’un ventral duvari ve

sinister’in  dorsal duvarindan atrium

auricula sinistra’nin dorsal yuziinde dagildigi gorildi
(Sekil 3/4, 6/8).

R. proximalis ventriculi sinistri’'nin, 11 kalpte r.
circumflexus sinister’den (Sekil 1/11, 4/6, 6/4), bir
kalpte r. circumflexus sinister ile r. interventricularis
paraconalis arasindaki agidan (Sekil 7/8) ve iki kalpte
ise r. marginis ventricularis sinistri ile ortak bir kék
olusturarak (Sekil 6/3) r. circumflexus sinister'den
ayrildigi tespit edildi. Damarin 14 kalbin sekizinde
orijininden hemen sonra distal’e yoénelerek kalbin alt
2/3 Unl besledigi, altisinda ise kalbin orta 1/3’U
civarinda sinister’in  duvari

ventriculus icinde

sonlandigi  gorildi. R. proximalis  ventriculi
sinistri’nin, septum interventriculare’ye ince dallar
(Sekil 4/7) verdigi belirlendi. R. proximalis ventriculi
sinistri'nin, Uc¢ kalpte r. collateralis proximalis
sinister, bir kalpte r. collateralis sinister distalis, bir
kalpte ise hem r. collateralis sinister proximalis hem
de r. marginis ventricularis sinister ile anastomozlas-

g1 tespit edildi.

R. marginis ventricularis sinistri’'nin, 12 kalpte
r. circumflexus sinister'den bagimsiz olarak (Sekil
4/7) ciktig, iki kalpte ise r. proximalis ventriculi
sinistri ile ortak bir koék (Sekil 6/3) olusturdugu
gorildi. Bu damarin dort kalpte tek dal ile
orijinlendikten sonra iki dala ayrildigi, bir kalpte ise
iki ayri dal ile orijinlendigi belirlendi. R. marginis
ventricularis sinistri'nin, bir kalpte r. proximalis

ventriculi sinistri ile anastomozlastigl saptandi.

R. distalis ventriculi sinistri’nin, r. circumflexus
sinister’den margo ventricularis sinister seviyesinde
baslangic aldig1 gozlendi. Damarin 10 kalpte tek dal
(Sekil 5/2), iki kalpte iki dal halinde orijinlendigi,
diger iki kalpte ise iki dal olarak orijinlendikten
hemen sonra tekrar iki dala ayrildig1 gozlendi (Sekil
3/2). R. distalis ventriculi sinistri’nin, r. marginis

ventricularis  sinistri ile r. interventricularis
subsinuosus’un ventriculus sinister i¢in verdigi dallar
interventri-

arasinda kalan bolgeyi ve septum

culare’yi besledigi belirlendi.

R. interventricularis subsinuosus’un, (Sekil
3/3, 5/4) r. circumflexus sinister’in devami niteligin-
de oldugu, sulcus interventricularis subsinuosus’un

baslangici seviyesinde r. ventriculi dextri’yi verdigi
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(Sekil 5/3) ve sulcus interventricularis subsinuosus’a

yoneldigi tespit edildi.

R. interventricularis subsinuosus’un ventriculus
dexter’e 1-4 arasinda degisen sayida dal verirken,
septum interventri-culare’ye de rr. septales’i verdigi
(Sekil  5/5). R.

subsinuosus’un dort kalpte r.

belirlendi interventricularis
interventricularis
paraconalis, iki kalpte hem r. interventricularis
paraconalis hem de r. distalis ventriculi sinistri, iki
kalpte ise r. distalis ventriculi dextri ile anastomoz

yaptigi saptandi.

R. ventriculi dextri sulcus interventricularis

subsinuosus’un baslangici seviyesinde r.
interventricularis subsinuosus’tan ayrildig1 tespit
edildi (Sekil 3/5, 5/3). R. ventriculi dextri’nin

orijininden sonra dorsal yonde ilerledigi ve septum

interatriale’ye kadar ulastigi gorilda.

TARTISMA

Kalbin arteriyel vaskularizasyonunun literatirlerde
(Tecirlioglu ve ark., 1977; Schummer ve ark., 1981;
Karadag ve Soyglder, 1989) bildirildigi gibi, bu
calismada da a. coronaria dextra ve a. coronaria
sinistra tarafindan saglandigi ve koroner arterlerin
genel dallanma sekillerinin ruminant ve kopek
koroner arterleri ile benzestigi gértilmustir. Dursun
(1979) kopekte, Aksoy ve Karadag (2002) tavsanda
ve Chakravarthy ve Sastry (1979) kecide a. coronaria
sinistra’nin a. coronaria dextra’dan daha gigli
oldugunu kaydetmislerdir. Sunulan c¢alismada da
literatlir bildirimlerine paralel olarak a. coronaria
sinistra’nin a. coronaria dextra’dan daha gigli

oldugu gozlenmistir.

A. coronaria dextra’nin ¢alismalarda (Tecir-
lioglu ve ark., 1977; Dursun, 1979; Dursun, 1981;
Schummer ve ark., 1981; Tipirdamaz, 1987; Karadag
ve Soyglder, 1989) bildirildigi gibi ostium aorta’nin
baslangicinda, aorta’dan  orijinlendigi  tespit
edilmistir. Bazi arastiricilar (Mdaller ve ark., 1964;

Bhargave ve Beaver, 1970; Tecirlioglu ve ark., 1977;

Dursun, 1979; Dursun, 1981; Tipirdamaz, 1987;
Karadag ve Soygider, 1989), a. coronaria dexra’nin
tek dal olarak, sulcus coronarius igindeki seyri
esnasinda dorsal yonde, r. proximalis atrii dexri, r.
intermedius atrii dextri ve r. distalis atrii dextri'yi,
ventral yonde ise r. coni arteriosi, r. proximalis
ventriculi dextri, r. marginis ventricularis dextri ve r.
distalis ventriculi dextri’yi verdigini bildirmekte-
dirler. Sunulan bu arastirmada da 12 kalpte a.
coronaria dextra’nin tek dal olarak sulcus coro-
narius’taki seyri boyunca verdigi dallar, literatir
verileriyle uyumlu oldugu, iki kalpte ise literaturler-
den farkh olarak, a. coronaria dextra’nin, aorta’dan
iki dal

dextra’nin, iki

ile ayrildig1 belirlenmistir. A. coronoria
dal

coronarius’ta seyreden dalindan r. proximalis atrii

ile ayrildig1 kalplerde sulcus
dextri, r. intermedius atrii dextri ve r. distalis atrii
dextri orijinlenirken, ventriculus dexter Uzerinden
distal’e yonelen dalindan ise r. coni arteriosi, r.
proximalis ventriculi dextri, r. marginis ventricularis
dextri ve r. distalis ventriculi dextri'nin ayrildig
gbzlenmistir. R. intermedius atrii dextri, dort kalpte,
arastiricilarin  (Tecirlioglu ve ark., 1977; Dursun,
1979; Tipirdamaz, 1987; ve Karadag ve Soyglder,
1989) bulgulari ile uyumlu olarak margo ventricu-
laris dexter diizeyinde, 10 kalpte ise literatirlerden
farkli olarak margo ventricularis dexter’den sonra
orijinlendigi saptanmistir. R. distalis atrii dextri’nin
11 kalpte var oldugu, Ug¢ kalpte ise bulunmadigi
tespit edilmistir. Sunulan ¢alismada 11 kalpten elde
edilen bulgular, Tecirlioglu ve ark. (1977) ile Dursun
(1979)’un bildirimleri ile paraleldir. Yapilan arastir-
(1977)’nin  mandada,
Tipirdamaz (1987)’in koyundaki bildirimlerine uygun

mada Tecirlioglu ve ark.

olarak r. coni arteriosi’nin a. coronaria dextra’dan

orijinlenip, conus arteriosus’a dogru ilerledigi
belirlenmistir. Sunulan arastirmada sekiz kalpte,
Tecirlioglu ve ark. (1977) ile Dursun (1979)'un
bildirimlerine uygun olarak r. marginis ventricularis
dextri'nin, r. proximalis ventriculi dextri’den sonra
bagimsiz olarak orijinlenirken, alti kalpte Tipirdamaz

(1987)"1n kil kegisindeki bulgulari ile uyumlu olarak r.
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marginis ventricularis dextri ile r. distalis ventriculi

dextri’nin ortak bir kok ile giktiklari tespit edilmistir.

A. coronaria sinistra’nin, truncus pulmonalis ile
auricula sinistra arasindaki seyri esnasinda, dokuz
kalpte r. proximalis atrii sinistri'yi U¢ kalpte r.
septalis’i bir kalpte ise r. intermedius atrii sinistri’yi
(1977)

mandalarda r. proximalis atrii sinistri'nin nadir de

verdigi belirlenmistir. Tecirlioglu ve ark.

olsa a. coronaria sinistra’dan ayrilabilecegini ifade
da
Karadag, 2002; Bhargava ve Beaver, 1970; Dursun ve

ederlerken, bazi arastirmacilar (Aksoy ve
Tirkmenoglu, 1996; Dursun ve ark., 1996; Bill ve
2002) .

etmislerdir.  A.

Martins, septalis’in ayrildigini  rapor

coronaria sinistra’nin, sulcus

interventricularis paraconalis’in baslangicinda .
circumflexus sinister ve r. interventricularis para-
Elde edilen bu

bulgular, bazi arastiricilarin (Mdaller ve ark., 1964;

conalis’e aynldigr gorulmustar.
Bhargava ve Beaver, 1970; Tecirlioglu ve ark., 1978;
1987;
Karadag ve Soyglder, 1989) bildirimlerine paralellik

Chakravarthy ve Sastry,1979; Tipirdamaz,

gostermektedir. R. interventricularis paraconalis’in
seyri boyunca r. septi interventricularis (Dursun ve
ark., 1996), r. coni arteriosi, r. collateralis sinister
proximalis, r. collateralis sinister distalis (Dursun,
1979; Dursun, 1981; Karadag ve Soyguider, 1989), rr.
1996)

interventricularis

septales’i  (Dursun ve ark., verdigi

kaydedilmistir. Bu c¢alismada, r.

paraconalis’in orijini seviyesinde 11 kalpte r.

septalis’i  verdigi ve sulcus interventricularis

paraconalis icindeki seyri boyunca da r. coni

arteriosi, r. collateralis sinister proximalis, r.
collateralis sinister distalis ve rr. septales’i verdigi

belirlenmistir.

Bazi arastirmacilar (Tecirlioglu ve ark., 1977;
Dursun, 1981) r. interventricularis paraconalis’in,
apex cordis yakininda iki zayif dala ayrilarak facies
ifade
Bhargava ve Beaver (1970) sigirda, Dursun (1979) ile

auricularis’te  sonlandigini etmektedirler.
Muller ve ark. (1964) képekte, Karadag ve Soyglider
(1989) Dogu Anadolu Kirmizisi sigirinda r. interven-

tricularis paraconalis’in margo ventricularis dexter’i

gecip facies atrialis’e ulasabildigini kaydetmekte-

dirler. Bu arastirmada incelenen 10 kalpte, r.
interventricularis paraconalis, Tecirlioglu ve ark.
(1977) ile Dursun (1981)’'un bildirimlerine uygun
olarak facies auricularis’te sonlandigi, dort kalpte ise
arastirmacilarin (Bhargava ve Beaver, 1970; Dursun,
1979; Miller ve ark., 1964; Karadag ve Soyguder,
1989) bildirimlerine uygun olarak facies atrialis’e
gectigi
anastomozlastig1 tespit edilmistir. Yapilan arastir-

ve r. interventricularis subsinuosus ile
mada r. coni arteriosi'nin, Tipirdamaz (1987) ile
Karadag ve Soygilider (1989)’in bildirimlerine uygun
olarak r. interventricularis paraconalis’ten ayrildig
13 kalpte elde

edilen bulgular Tecirlioglu ve ark. (1977) ve Dursun

gozlenmistir. Yapilan c¢alismada,

(1979)’un bildirimleri ile uyumlu olarak, r. collater-
alis sinister proximalis ve r. collateralis sinister
distalis’in r. interventricularis paroconalis’ten ayri
ayn orijinlendigi, bir kalpte ise literatur bildirimler-
den farkh olarak, r. interventricularis paraconalis’'ten
ventriculus sinister’e giden tek bir dalin ayrildigi ve
bu dalin r. collateralis sinister proximalis ve r.
collateralis sinister distalis’in beslemeleri gereken

bolgeye dagildig gézlenmistir.

R. proximalis atrii sinistri’nin dokuz kalpte a.
coronaria sinistra’dan, dort kalpte r. circumflexus
sinister ve bir kalpte ise a. coronaria dextra ile r.
circumflexus sinister’in arasindaki acgidan ayrildig
gorilmustir. Literatiirlerde (Dursun,1979; Karadag
1989; Tipirdamaz, 1987)

circumflexus sinister’den

ve Soyglder, ise bu

damarin r. ayrildig
bildirilmektedir. Ancak Tecirlioglu ve ark. (1977) r.
proximalis atri sinistri’nin nadir de olsa a. coronaria
sinistra’dan ayrilabilecegini ifade etmektedirler.
Ayrica literatir bildirimlerden farkli olarak bir kalpte
a. coronaria sinistra ve r. circumflexus sinister

arasindaki agidan ayrildigi tespit edilmistir.

R. circumflexus sinister’in literatiirlere (Bhar-
gava ve Beaver, 1970; Karadag ve Soyguder, 1989;
Tecirlioglu ve ark., 1977; Tipirdamaz ve ark. 1977)
uygun olarak a. coronaria sinistra’dan ayrildig

gozlenmistir. 11 kalpte r. circumflexus sinister’in r.
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intermedius atrii sinistri'yi verdigi, iki kalpte r.
intermedius atrii sinistri'nin bulunmadigi, bir kalpte
ise bu damarin dogrudan a. coranaria sinistra’dan
ayrildig1 tespit edilmistir. 11 kalpte elde edilen veri,
literatUrler (Dursun, 1979; Karadag ve Soyguder,
1989; Tecirlioglu ve ark., 1977; Tipirdamaz ve ark.
1977) ile parelellik gosterirken, bir ve iki kalpte elde
edilen bulgular ile ilgili literatir bilgiye rastlanil-

mamistir.

R. proximalis ventriculi sinistri’nin, r. circum-
flexus sinister’in orijininden sonra r. circumflexus
sinister’in ventral duvarindan (Karadag ve Soygtder,
1989) orijinlenebilecegi gibi, r. cicumflexus sinister
ile r. interventricularis paraconalis arasindaki agidan
ya da r. marginis ventricularis sinistri yakinindan
(Tecirlioglu ve ark., 1977; Dursun, 1979) da cikabile-
cegi bildirilmektedir. Yapilan ¢alismada, r. proximalis
ventriculi sinistri'nin 11 kalpte r. circumflexus
sinister’den, bir kalpte, r. circumflexus sinister ile r.
interventricularis paraconalis sinistri’nin arasindaki
acidan, ayrica literatir bildirimlerden farkli olarak iki
olguda r. marginis ventricularis sinistri ile birlikte r.
circumflexus  sinister’den

orijinlendigi  tespit

edilmistir.

Yapilan ¢alismada, r. interventricularis sub-

sinuosus’un r. circumflexus sinister'in devami

niteliginde oldugu belirlenmistir. R. interventricu-

laris subsinuosus’un, evcil hayvanlarda (Dursun,
1979; Karadag ve Soygider, 1989; Miiller ve ark.,
1964; Schummer ve ark. 1981; Tipirdamaz, 1987) r.
circumflexus sinister’in devami seklinde oldugu ve
sulcus interventricularis subsinuosus’un icinde veya
yaninda seyrettigi ifade edilmistir. Calismadan elde
edilen bu bulgular ve literatir verileri ile uyusmak-
tadir. Schummer ve ark. (1981)'nin bildirimlerine
paralel olarak r. interventricularis subsinuosus’un
sulcus interventricularis subsinuosus’a girmeden
hemen 6nce r. ventriculi dextri'yi verdigi gozlen-
mistir.

bir

koyununun koroner damarlarinin makroanatomik

Sonu¢ olarak, yerel irk olan Kivircik

ozelliklerinin belirlendigi bu ¢alismanin, daha sonra

yapilacak olan klinik ve anatomik ¢alismalara isik
tutabilecegi kanisina varilmistir. Koyun kalbinin,
insan kalbine benzer anatomik &zelliklerinden dolayi
2006)

yapilacak c¢alismalara da model olusturabilecegi

(Boumzebra ve ark., insan hekimliginde

muhtemeldir.
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Dogal Ortamlardan izole Edilen Alkalifilik Toprak Bakterilerinde Plasmid
Kodlu Na-Tellurit Direngliligi ve Transformasyon Olanaklarinin

Arastirilmasi*
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Ozet: Bu calismada Na-tellurit bilesiginin toprak bakterilerinden alkalifilik Bacillus spp. suslarinda inhibitér etkisi arastirildi.
Bakteriler, Na-tellurit bilesigine karsi 1-180 pg/ml artan konsantrasyonlarda denendi. Na-tellurit bilesiginin 1-60 pg/ml
konsantrasyonlardaki denemesinde izolatlarin ¢ogunlugunun Gredigi gézlendi. 70-180 pg/ml olarak denenen konsantras-
yonlarda ise hassasiyet profilinin arttigi saptandi. 180 ug/ml konsantrasyonlarda ise % 100 hassasiyet gozlendi. Ayrica,
izolatlar igcin MICs degeri 0.8 pg/ml olarak belirlendi. izolatlarin Na-tellurit bilesigine karsi plasmid kodlu direngliliginin
saptanmasi icin acridine orange (20 ug/ml) ve ethidium bromid (10'5 M) ile plasmid eliminasyonu yapildi. izolatlar'da
Bacillus spp.’ye ait % 60.86 Na-tellurit bilesigine hassasiyet, % 39.13 direnglilik fenomeni ve % 21.10 oraninda da plasmid
kodlu Na-tellurit direngliligi bulundu. Na-tellurit bilesigine ve antibiyotige karsi direnglilik genini tasiyan plasmidler (B. cereus
T112—Na—TeR), Na-tellurit bilesigine ve antibiyotige hassasiyet gosteren susa (B. megaterium DSM 32—Na—TeS) protoplast
transformasyonu yoluyla aktarildi ve 10® transformant elde edildi. Agaroz jel elektroforez seperasyonu sonucunda plasmidin
22.514 bp molekiler agirliga sahip oldugu saptandi.

Anahtar kelimeler: Alkalifilik Bacillus spp., Na-tellurite, Plasmid, Protoplast transformasyonu.

Investigations upon the Likelihood of Transformation and Resistance of Na-Tellurite

Originated Plasmide at the Soil Bacteria Isolated from Natural Environment

Absrtact: In this study, the inhibitory effects of Na-tellurit compound at the Alkalophilic Bacillus spp. strains isolated from
the soil bacteria were investigated. Bacteria were tested against the increasing concentrations of Na-tellurite at 1-180
pug/ml. The isolates of Na-tellurite at the 1-60 pg/ml concentrations mostly showed resistance, but sensitivity was
determined at 70-180 pg/ml. Complete (100 %) sensitivity was observed at 180 ug/ml. For Bacillus spp., the MICs of Na-
tellurit were found to be 0.8 ug. Plasmid elimination was made using acridine orange (20 pug/ml) and ethidium bromide (10'5
M) for determination of the isolate resistance originated from plasmid against Na-tellurite. In the isolates of Bacillus spp,
there were 60.86 % sensitivity, 39.13 % resistance phenomenon and 21.10 % ratio of resistance originated from plasmid
against Na-tellurite. Plasmids of B. cereus T112-Na-Te®, carrying the resistance gene against the antibiotic and Na-tellurite,
were transferred by protoplast transformation to B. megaterium DSM 32-Na-Te’ strain showing sensitivity against antibiotic
and Na-tellurit. A number of 10° transformants from the soil isolates were obtained by protoplast transformation. The
seperation of plasmid was made by agarous gel electrophoresis and, finally it was determined that the plasmid had 22,514
bp of molecular weight.

Key words: Alkalophilic Bacillus spp., Na-tellurite, Plasmide, Protoplast transformation.
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G

boyutlara kadar ulasmistir. Toksik etkiye sahip olan

tniimiizde kimyasal maddeler ve beraberinde

getirdigi olumsuz etkileri saghgi tehdit edici

kimyasal maddelerle ve gevre kirliliginin daha Ust
boyutlara kadar ulasmasi, ekolojik anlamda denge
unsurunun ortadan kalkmasi ile birlikte birbirine
zincirleme bagh olan biyotik ve abiyotik faktorlerin

bozulmasi anlamina gelmektedir.

Tellurium bilesiginin mikroorganizmalarin ya-
sam periyodu icin mutlak gerekli bir besin kaynagi
atik

maddelerin bulundugu ortamlarda kirlilik olusturdu-

olmadigl ancak kismen de olsa, kimyevi
gu bilinmektedir. Nadirde olsa organizmalar igin
toksik bir etkiye sahip oldugu vurgulanmistir (Berks
ve ark., 1994; Taylor, 1996). Klinik bulgulara gore
bile
meydana geldigi gozlenmistir (Jobling ve Ritchie,
1987). Tellurit

kromozomal, gerekse ekstra kromozomal direnglili-

toksisitenin  ¢ok dlsik konsantrasyonda

ve Dbilesiklerine karsi gerek
gin molekiler mekanizmasi bilinmemektedir. Ancak
Gram negatif bakterilerde Gram pozitif bakterilere
gore tellurit direngliliginin daha sik oldugu gozlen-
mistir (Summers ve Jacoby, 1977; Lloyd-Jones ve
ark., 1994; Suzina ve ark., 1995; Turner ve ark.,
1995). Yapilan bir galismada, Tellurium bilesiginin
elektrolitik indirgenme sonucu elde edildigini ve
Na,TeO; + H,0 = Te + 2NaOH + O, seklinde
formile edildigini vurgulamiglardir. Obligat aerobik
fotosentetik bakteriler tGzerinde yapilan bir ¢alisma-
da ise bakteri suslarinin tellurite direng gosterdikle-
rini ve metalik tellurium kristallerini de biriktirdikleri
gozlenmistir (Yurkov ve ark.. 1996). Romero ve ark.,
(1998) vyaptiklari bir ¢alismada potansiyel olarak
cevresel atiklarin bulundugu ortamlarda toksisite
gosteren potasyum tellurit bilesigine karsi direng
saglanmasi, Pseudomonas sp. suslarinin genetik
manipulasyonlari sirasinda plasmidlerin  vektor
olarak kullanimi igin, selektif bir marker 6zelliginde
olan ve o6nemli bir gbérev yapan genlerin var
olduguna isaret etmislerdir. Taylor (1999), yaptigi bir

calismada E. coli suslar icin Na-tellurit bilesiginin

yaklasik MIC degerinin 1 pg/ml oldugunu belirtmis-
tir. izolatlarin tellurite direngliliklerinin kaydedilerek
daha yiksek konsantrasyonlardaki denemelerinin
devam ettigini vurgulamistir. Mikroorganizmalarda
tellurium bilesigine karsi direngli suslar arastirilirken
DNA’ya
kromozomal DNA'ya bagh direnclilik geni tasiyan E.

hem kromozomal hem de ekstra-
coli sugu tanimlamistir. Bu olayda integral membran

proteinlerinin de rol oynadigini goézlemislerdir.
Tellurit bilesiginin bulundugu ortamlarda, Greme
davranisi gosteren bakteri hicrelerinde siyah
renklenme gozikir. Bu hiicre igi biriktirme olayi,
metalik telluriumdeki telluritin indirgenmesinden
kaynaklanmaktadir. Ancak mikroorganizmalarda bu
sekilde meydana gelen biriktirme elektron mikros-
kobuyla tespit edilebilmektedir (Guzzo ve Dubow,
2000). Enddstriyel suslarin manipulasyonu, Gremesi
ve diger turlerde farkh kaynaklardan gelen genetik
materyalin belirlenmesi mikrobiyoloji teknolojisinin
gunimuizde ve gelecekte gelismesi icin galisiimasi

gereken konularin basinda gelmektedir.

Bu calismada rekombinant DNA teknolojileri
arasinda 6nemli yer tutan ve verim agisindan 6n
planda olan transformasyon

metoduyla yeni

bakteriyel rekombinantlarin ve selektif marker

ozelligi taslyan suslarin Gretimi amaglanmaktadir.

MATERYAL ve METOT

Alkalifilik B. spp. suslarinin topraktan izolasyolarinda
ve saf kiltir olarak secilmis suslarin stok kalttrleri-
nin hazirlanmasinda, Nutrient agar, LB agar, N1 besi
yeri ve Medium 1 agar kullanilmistir (Anonymous,
1978; Horikoshi ve Akiba, 1982; Gerhardt ve ark.,
1994).

Sodyum tellurit direngliligi gésteren B. spp. igin
bir  dizi

mannitolden gaz olusumu, ylizey zari olusturma,

hareket, glukozdan gaz olusumu,

ucucu indol olusumu, voges-proskauer testi,

simmons-sitrat testi, hemoliz testi, katalaz testi,

lesitinin hidrolizi testi, Urenin hidrolizi, jelatinin

48



Alkalifilik Toprak Bakterilerinde Plasmid ...

Akkoyun ve Dostbil

hidrolizi, nisastanin hidrolizi, kazeinin hidrolizi, bir
dizi karakteristik testler uygulanmistir (Jin ve ark.,
1990; Mc Faddin, 2000). Na-tellurit bilesiginden
oncelikle 25 mg/ml konsantrasyonda stok bir ¢ozelti
hazirlandi. Daha sonra 0.45 pm c¢aph milipore
filtreden gecirilerek steril edildi. Calismada Na-
tellurit bilesigi maksimum 180 pg/ml konsantras-
yonda kullanildi ve sterilizasyondan sonra besi
yerine eklendi. Calismada Na-tellurit bilesiginin MICs
degerinin arastiriimasi Turner ve ark., (1995)' na
gore vyapildi. Alkalifilik Bacillus spp. suslarindan
plasmid izolasyonu alkali lizi yontemi ve
ekstrakromozomal DNA molekiillerinin seperasyonu
(1982)'na

protoplast transformasyonu metodu

Maniatis ve ark., gore yapilmistir.
Calismada,

Sanders ve Nicholson (1987)’ a gore yapilmistir.

SONUC

Topraktan izole Edilen Alkalifilik Bacillus spp.

Bakterilerine Ait Bulgular

Dogal ortamlardan alinan toprak o&rneklerinden

toplam 787 alkalifilik Bacillus spp. susu izole
edilmistir. 479 adet bakteri susunun Na-tellurit
bilesigine % 60.86 oraninda hassas oldugu tespit
edilmistir. Toplam 308 bakteri susunun ise uygula-
nan Na-tellurit bilesigine % 39.13 oraninda direngli
oldugu gdzlenmistir. izolatlar arasinda ise toplam 65
susun % 21.10 plasmid kodlu direnglilik tasidiklari

test edilmistir.

Calismada plasmid kokenli direnglilik geni tasi-
yan test suslarina 178 pg/ml konsantrasyonda
denenen Na-tellurit bilesiginden 30 pl Watmann:
1.6 mm c¢apl kagit disklere emdirilerek disk

diffizyon metodu uygulanmistir. Uygulama

sonucunda inhibisyon zonlari gézlenmistir (Sekil 1).

Protoplast transformasyon teknigi kullanila-
rak gerceklestirilen transformasyon calismasinda
Na-tellurit bilesigine plasmid kodlu direnglilik geni
tasityan ve donor olarak segilen Bacillus cereus T112

bakterisi kullaniimistir.

Ayni sekilde Na-tellurit bilesigine hassasi-
yet gosteren standart B. megaterium DSM 32
susu alici olarak kullaniimistir. Transformasyondan
sonra resipient olarak kullanilan  Bacillus
megaterium DSM 32 susunun Ethidium bromid ile
muamele edilmesiyle Na-tellurit bilesigine hassasi-
yet gostermistir. Bu durumda transformantlardaki
Na-tellurit direngliliginin plasmid kodlu oldugunu

gostermektedir.

Sekil 1. Besi ortaminda alkalifilik Bacillus cereus T112 ve
Bacillus spp. suslarinin Na-tellurit bilesigine bagl olarak
disk diffizyon metodu ile gosterdigi inhibisyon zonlari.

Figure 1. Depending on the strains of Na-Tellurite
compound shown by the method of disc diffusion
inhibition zones alkalophilic Bacillus cereus and Bacillus

spp in fattening T112.

Sekil 2. Bacillus cereus T112 susunun protoplast transfor-
masyon teknigine goére gergeklestirilmis transformasyon
bulgulari.

Figure 2. Protoplast transformation technique carried out
according to the transformation of Bacillus cereus strain
T112 findings.

Elektroforez isleminde % 0.8'lik agaroz ve 5
V/cm akim uygulanmistir. Jelde 6rnek yukleme
slotlarina 25 ul DNA siikroz karisimi konmustur. 1
situnda EcoRl ve Hindlll

numarali restriksiyon
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enzimleriyle kesilmis lamda DNA'si bulunmaktadir.
2 numaral sttunda alici sus: Bacillus megaterium

DSM 32, 3 numarah siitunda ise verici sus: Bacillus

cereus T112 bulunmaktadir.

sekil 3.

transformant suslara ait elektroforez bulgulari.

Transformasyonda  kullanilan  verici ve

Figure 3. Donor and transformant strains used in the
transformation of the electrophoresis results.

Alkalifilik Bacillus spp. suslarinin Na-tellurit bilesigine
muamelesinde MICs degeri ve 0.8 pg/ml olarak
belirlenmistir. Yapilan transformasyon ¢alismasi
sonucunda bakteride 8x10° transformant frekans

elde edilmistir.

TARTISMA

GiUnUmuzde kimyasal maddeler ve beraberinde
getirdigi olumsuz etkiler canli saglhigini tehdit edici
boyutlara ulasmistir. Toksik etkili kimyasal madde-
lerle ve gevre kirliliginin daha st boyutlara kadar
varmis olmasi, ekolojik anlamda denge unsurunun
ortadan kalkmasi ile birlikte birbirine zincirleme
bagh olan biyotik ve abiyotik faktorlerin bozulmasi

anlamina gelmektedir.

Ozellikle toprakta Gram (+) Bacillus cinsi bakte-
riler, topragin dogal fauna grubunu olusturmasi
nedeniyle cevresel
grup
steirotermophilus,

kosullardan en st dizeyde
etkilenen icerisine
B. Subtilis ve B.
bakteriler toprak bakterileri igerisinde sayilmaktadir
Chambliss., 1984). spp.

suslarinin koloni ylzeylerinin goriintlisi genellikle

girmektedir. B.
cereus gibi
(Robson ve Bacillus
cevresel faktorlerle degisir. Bu faktorler arasinda en
onemlileri kaltirin bulundugu besiyerinin bilesimi
ve inkilibasyon faktorlerin

sicakhigidir. Cevresel

degismesi ile kultirin kendisinde de bir takim

degisiklikler olur. Yalnizca kiiglik koloni formlarini
suslarin disinda koloni g¢api, besi yeri ve igerisindeki
agar konsantrasyonuna bagh olarak degisir (Lennete
ve ark., 1985). Alkalifilik Bacillus spp. suslarinin
izolasyonunda mukoid, kuru hareketli oldugu

farkli

yerlerden olmasi denemelerimizde alinan sonuglarin

gozlemistir.  Alinan toprak oOrneklerinin
farkl diizeylere ¢ekmistir. S. faecalis ve Enterococcus
suslari arasinda plasmid kodlu tellurit direngliligi
gozlenirken S. faecium tirlerinde plasmid kodlu
tellurit direngliligi bulunamamistir (Summers ve

Jacoby, 1977).

Calismamizda Bacillus tarlerinin bir kisminin
plasmid kodlu direnclilik geni tasidigi bir kisminin ise
tasimadig gozlenmistir. Ayrica plasmid ¢alismalarin-
da bakteri hicrelerinden ylksek saflikta alkalin
extraksiyon yontemiyle plasmid DNA’sinin izolasyo-
nu icin bir prosedir gelistirmislerdir (Marko ve ark.,
1981). CGalismada Bacillus cereus T112 susundan
alkali lizi yéntemiyle plasmid extraksiyonu yapilmis-
tir. E. coli suslari icin sodyum tellurit bilesiginin
yaklasik olarak MIC 1 pg/ml oldugu belirlenmistir.
izolatlarin  tellurite  direnclilikleri kaydedilerek
(Taylor, 1999) daha yiiksek konsantrasyonlardaki
Ancak

direngliligi ile ilgili calismalarda bir ¢cok mikroorga-

denemeler devam etmektedir. tellurit
nizmada direngliligin kromozomal DNA (Chiong ve
ark., 1988; Chiong ve ark., 1988; Kinkle ve ark.,
1994; O’Gara ve ark., 1997) ya da plasmid Uzerinde
oldugu vurgulanmistir. Plasmid kodlu direnclilik

mikroorganizmalarda nadiren gorilmektedir.
Yaptigimiz calismada izolatlarin MICs degeri Na-
tellurit bilesigi icin 0.8 pg/ml olarak hesaplanmistir.
Toplam Bacillus sp. suslarinin (% 21.10) Na-tellurit
bilesigine plasmid kodlu direng geni tasidig
gbzlenmistir. Direngli izolatlar arasinda bir kisminin
plasmid kodlu direngliligin yani sira digerlerininde
kromozomal direnglilik paralelinde oldugu belirlen-
mistir. Dolayisiyla yapilan galisma, literatir bilgileri
ile paralellik gostermektedir. Calismamizda 1-180
pg/ml arasindaki parametelerde Na-tellurit bilesigi-

nin kullaniimasi, literatlire gore bircok mikroorga-

50



Alkalifilik Toprak Bakterilerinde Plasmid ...

Akkoyun ve Dostbil

nizma tird icin oldukga toksik bir etkinin oldugu
belirtilirken ¢alismada kullanilan Bacillus cereus
T112 yerel susunun genetik agidan farkh o6zellik
taslyan bir yapida oldugu disinilmektedir.

Bakterilere kromozomal vya da ekstra-
kromozomal DNA’nin verilmesi, farkli genetik 6zelligi
olan genlerin diger mikroorganizmalara kazandiril-
masi, bu mikroorganizmalarin kimyasal yapisinin
daha kolay incelenmesine aracilik eder. Osmotik
stabilitenin varliginda lizozim vyardimiyla hicre
duvarinin pargalanip bakteri hiicresinden ayrilmasiy-
la protoplast elde edilebilir. Bu teknik sadece birbiri
ile iliskili olan tirler arasinda vaki olmadigi igin
Ancak bu teknik

iliski olmayan tirlerde uygulanmakta

rekombinasyon gerceklesir.
aralarinda
endustriyel suslarin gelistiriimesinde ve Uretilmesin-
de ¢ok buyilk imkan saglamaktadir (Gokhale ve ark.,

1993).

Calismada transformasyon verimini arttirmak

icin rejenerasyon besi ortamlarinda transforme
bakterilerin tekrar Gremesine olanak saglanmistir.
Ancak bunun igin % 16 sorbitol veya % 20 siikroz
cOzeltisi kullanilimistir. Bu sekilde transformant
bakterilerin yeni rekombinasyonu meydana getirdigi

gozlenmistir.

Tellurium bilesiginin mikroorganizmalarin ya-
sam periyodu i¢in mutlak gerekli bir besin kaynagi
olmadigl ancak relativ olarak kimyevi atik maddele-
rin bulundugu ortamlarda Kkirlilik olusturdugu
bilinmektedir. Ekstrem olarak da organizmalar igin
toksik bir etkiye sahip oldugu vurgulanmistir (Berks
ve ark., 1994; Taylor, 1996). Klinik bulgulara gore
bile
meydana geldigi gozlenmistir (Jobling ve Ritchie.,

1987).

toksisitenin  ¢ok disik konsantrasyonda

Calismada Na-tellurit bilesiginin konsantrasyo-
nu ylkseldikce mikroorganizma (zerinde inhibitor

etki artmistir. Dolayisiyla 180 pg/ml Na-tellurit

kullanilmasi denenen test suslarinin tamaminin
cogalma davranisi gostermedigi  gbzlenmistir.
Yapilan c¢alismada protoplast transformasyon

metodunun kullaniimasinin  nedeni transformant
veriminin diger metotlara gére daha yilksek
bulunmasina  dayanmaktadir. Bu  baglamda,

endustriyel atiklarla veya toksisiteye sahip kimyasal
maddelerle kirlenmis ¢evrelerde Na-telluritin disuk
konsantrasyonda bile bulunmasi mikroorganizmada
akiimilasyon olayini meydana getirmektedir.
Mutant hale gelmis canlilar arasinda spontan olarak
transformasyon olusabilecegi gibi toprak faunasinin
ile birlikte

saghgini da tehdit edici bir unsur olacaktir.

ekolojik dengenin bozulmasi insan

Sonug olarak toprak bakterilerinin morfolojik,
fizyolojik, kimyasal ve biyokimyasal testleri yapildi-
ginda yabani tip yapilarinin disinda beklenmeyen
sonuglarin olustugu ve mutajen etkiye maruz
kaldiklari

etkileri

disunulmektedir. Kimyasal maddelerin

incelendiginde artan dozlarda topragin
yapisinda normal fauna olarak kabul edilen bakteri-
lerin yasam frekansini distrdikleri ve toprakta
birikim olusturduklari gibi canlilarin bu baglamda
minimuma Metal

yasam sansini cekmektedir.

bilesikleri ile yapilan g¢alismalar dogada biyotik

faktorler Gzerine hangi dizeylerde etki ettigi

bir

rekombinasyon

yoniinde ipucu verecektir. GCalisma,

calismalari  alaninda  6zellikle
plasmid DNA yapilarinin transfer edilerek resipient
organizmalarda aktivite gostermelerini basarmis
olmasi nedeniyle bu konuda yapilacak ¢calismalar igin
Bu

baglamda yapilan ¢alismalara bir basamak olustura-

verimli bir kaynak olmasi duslinilmektedir.

cagi kanisindayiz.
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Hiperisin’in izole Edilmis Sican Midesinde Mide Asit Sekresyonu Uzerine
Etkisi*

Ahmet TOPAL®, Fikret CELEBI

Atatiirk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali, Erzurum.

Ozet: Hypericum perforatum total ekstraktinin antiinflamatuvar, antidepresan, antiiilserojenik gibi biyolojik etkiye sahip
oldugu ve mide hareketlerini ve mide asit salgisini azalttigi rapor edilmistir. Hypericum perforatum’dan ekstrakte edilen ve
dogal bir pigment olan hiperisin’in de antidepresan bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Bunlarla birlikte, mide asit salgisi
lizerine Hypericum perforatum’u olusturan bilesenlerden hangisinin etkili oldugu tam aydinlatilamamistir. Sunulan
calismada, Hypericum perforatum’un bir bileseni olan hiperisinin sican midesinde, in vitro mide asit sekresyonu Uzerine
etkisi arastirilmistir. izole organ banyosunda gergeklestirilen deneylerde histamin, betanechol ve pentagastrin ile ayri ayri
uyarilmis mide asit salgisi tzerine hiperisinin dort fakli dozunun (10'7M, 10’6M, 10'5M, 10'4M) etkileri incelendi. Bazal pH
elde edildikten sonra, hiperisinin mide asit salgisinda meydana getirdigi degisikliklere gore A pH degerleri belirlendi. Elde
edilen sonuglar, farkli hiperisin dozlarinin histamin, bethanechol ve pentagastrin ile uyarilan mide asit sekresyonunu
etkilemedigini gosterdi (p>0.05). Sonug olarak, hiperisinin sigan midesinde in vitro asit sekresyonu Uzerinde herhangi bir

etkisi gorilmedi.

Anahtar kelimeler: Hiperisin, Mide Asit Sekresyonu, Sigan.

Effects of Hypericin on Gastric Acid Secretion in Isolated Rat Stomach

Abstract: It has been reported that the total extract of Hypericum perforatum has biological effect such as antiinflamma-
tory, antidepressant, antiulcerogenic and it has reduced the stomach movements and gastric acid secretion. It is known that
hypericin, the natural pigment, which is extracted from Kantaron, has an antidepressant effect. However, it has not been
just clarified that which component composed Hypericum perforatum is effective on gastric acid secretion. In the present
study, the effect of hypericin, one of the components of Hypericum perforatum, on gastric acid secretion were investigated
in vitro in the stomach isolated from rats. The effects of four different doses (10'7M, 10'6M, 10'5M, 10'4M) of hypericin were
investigated on gastric acid secretion stimulated by histamine, bethanechol and pentagastrin. After basal pH was obtained,
A pH value was determined according to the changes in gastric acid secretion caused by hypericin. The results showed that
different hypericin doses did not affect gastric acid secretion stimulated by histamine, bethanechol, pentagastrin (p>0.05).

As consequence, there was no effect of hypericin on in vitro acid secretion in isolated rat stomach.

Key words: Hypericin, Gastric Acid Secretion, Rat.

B Ahmet TOPAL
Atatiirk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi,Fizyoloji Anabilim Dali, Erzurum, e-posta: drahmettopal@hotmail.com

*Atatiirk Universitesi Vet. Bil. Derg. 2011, 6 (3) 201-208’de yayinlanan ayni baslikli makalenin sayfa 206’daki sekil 4 A grafigi baski
asamasinda yapilan bir hata nedeniyle gésterilmemistir. Makalenin 6zeti ve eklenen sekil 4A ve B bu sayida yeniden yayinlanmistir.
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Sekil 4A. izole edilmis sican midesinde famotidine ve
atropine varliginda pentagastrin ile uyariimis gastrik asit
sekresyonu Uzerine hiperisinin etkisi (n=4, ort+SEM,
P>0.05). B. izole edilmis sican midesinde famotidine,
proglumide ve atropine varliginda pentagastrin ile
uyarilmis gastrik asit sekresyonu Uzerine hiperisinin
etkisi (n=4, ortxSEM, P>0.05).

B ApH

A:Pentagastrin+Proglumid

B:Pentagastrin+Proglumid+Hiperisin 107
C:Pentagastrin+Proglumid+Hiperisin 10
D:Pentagastrin+Proglumid+Hiperisin 105
E:Pentagastrin+Proglumid+Hiperisin 10~

Figure 4A. Effect of hypericin on pentagastrin-induced
acid secretion in isolated rat stomach in the presence
famotidine and atropine (n=4, meanzSEM, P>0.05). B.
Effect of hypericin on pentagastrin-induced acid
secretion in isolated rat stomach in the presence
famotidine, proglumide and atropine (n=4, meantSEM,
P>0.05).
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Bir Koyunda Sekonder Abdominal Gebelik

Hayrettin CETIN'®, Omer KORKMAZ?, Mehmet Osman ATLI?

1. Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji ABD, Aydin.
2. Harran Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji ABD, Sanlurfa.
3. Dicle Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji ABD, Diyarbakir.

Ozet: Uterus disinda gozlenen gebelikler ‘ektopik gebelik’ olarak siniflandirilir. Bu olgu sunumunda, bir koyunda sekonder
abdominal gebelik olgusunun sunulmasi amaglandi. Olguyu, dogumun gecikmesi sikayeti ile Harran Universitesi Veteriner
Fakiltesi Dogum ve Jinekoloji klinigine getirilen 4 yasl ivesi irki bir koyun olusturdu. Klinik ve ultrasonografi muayeneleri
sonucunda gebe oldugu anlasilan koyuna laparo-histeretomi yapildi. Laparo-histeretomi esnasinda 6lii yavrunun karin
boslugunda mesenteryum ile sarili oldugu gozlendi. Ayrica, uterusun tamamen invole oldugu goézlendi. Bununla beraber,
uterus veya vajinada herhangi bir yirtik g6zlenmedi. Elde edilen bu sonuglara gore, olgu ‘sekonder abdominal gebelik’ olarak
tanimlandi. Koyunlarda gebelik patolojilerinden biri olan sekonder abdominal gebelige klinigimizde ilk defa rastlaniimakta-
dir. Sonug olarak, koyunlarda uzayan gebelik olgularinda, sekonder abdominal gebelik olasiligi her zaman goéz 6niinde

bulundurulmahdir.

Anahtar Kelimeler: Koyun, Sekonder abdominal gebelik.

Secondary Abdominal Pregnancy in an Ewe

Abstract: Pregnancies that occur out of the uterus are classified as ‘ectopic pregnancy’. In this case report, the aim was to
present ‘secondary abdominal pregnancy’ in an ewe. The case, a four years old Awassi ewe with a history of prolonged
pregnancy, was referred to University of Harran, Faculty of Veterinary Medicine, Clinic of Obstetrics and Gynaecology. After
the clinical and ultrasonographic examinations, the ewe was diagnosed as pregnant and then laparo-hysterotomy operation
was applied. During the laparo-hysterotomy, a dead fetus was found in the abdominal cavity that was covered by mesen-
teric structure. An entirely involuted uterus was also observed. Furthermore, there were no tears on the uterus or vagina.
According to these findings, the case was described as ‘secondary abdominal pregnancy’. This was the first occasion of such
case, as one of the pathologic conditions of pregnancy, in our clinic. As a result, in case of prolonged pregnancy, the
likelihood of secondary abdominal pregnancy should be always considered in ewes.

Key words: Ewe, Secondary abdominal pregnancy.

HHayrettin GETIN
Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji ABD, Aydin, e-posta: hayrettinl@hotmail.com
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GiRIS
U terusun disinda gorilen gebelikler, ektopik
gebelik olarak isimlendirmektedir (Lozeau ve
Potter 2005; Beers 2006). Ektopik gebelikler kendi
icinde, tubal ve abdominal olmak Uzere iki gruba
ayrilir. Tubal gebelikte; fertilize oosit, oviduktaki
gbcl esnasinda uterusa ulasmadan ovidukt iginde
kalir (Corpa 2006; Sturlese ve ark. 2009). Abdominal
gebelik ise kendi icinde iki alt gruba ayrilir. Primer
abdominal gebelikte; oosit oviduktan karin boslugu-
na ge¢mis, orada fertilize olup gelisimini stirdirmek-
te veya ovidukt icinde fertilize olan ovum peritonal
bosluga gegmis ve mesenteryum ve karin boslugu
zarlari ile sarilmis olabilir (Corpa 2006). Sekonder
abdominal gebelik ise fetlsin uterusa
implantasyonundan sonra torsiyo uteri, fotal
anfizem, kronik perimetritis ve oksitosin enjeksiyonu
sonrasi uterusta olusan yirtik sonucunda olusmakta-
dir (Kihgaslan 2005; Corpa 2006). Sekonder
abdominal gebelikte; karin bosluguna diisen fetiisun
plasenta baglantilari uterustadir veya karin boslu-
gundaki cevresel dokulara yeniden implante olabilir.
Bunlarin disinda karin bosluguna diisen fetiisun
karin icine plasental baglanmasi sekillenmeyebilir
(Corpa 2006). Gunlimlze kadar giftlik hayvanlarda
ektopik gebelik kisrakta (Freytag 1972; Thursby-
Pelham 1992), inekte (Botcherby 1980; Hedge
1989), tavsanda (Segura ve ark. 2004) ve koyunda
(Davies 1980; Madani ve Tirgari 1984; Mitchell

1989) rapor edilmistir.

Bu gozlemde, klinigimizde karsilasilan bir ko-
yundaki sekonder abdominal gebeligin bildirilmesi

amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Calismanin materyalini Harran Universitesi Veteriner
Fakiltesi Dogum ve lJinekoloji Ana Bilim Dah
Klinigine dogumun geciktigi siphesi ile getirilen 4
yash ivesi irki koyun olusturdu. Alinan anamnezde 5
glin 6nce dogum sancilarinin gorildigi ve vulvadan

yavru sularinin bosaldigi 6grenildi.

SONUC

Koyunun; abdominal palpasyonda fetlisa ait

olusumlarin  hissedilmesi ve transabdominal
ultrasonografik muayenede ise fetlisun gorilmesi ile
gebe olduguna karar verildi. Transvaginal olarak elle
yapilan klinik muayenede serviksin kapali oldugunun
tespit edilmesi, anamnez ve klinik muayeneler
sonucunda yavrunun laparo-histeretomi operasyonu
ile  alinmasi kararlastirildi.  Laparo-histeretomi
esnasinda karin boslugunda fetal gelisimini tamam-
lamis, Olu bir yavru gorildi (Sekil 1, 2). Yavru
mesenteriyum ile sariliydi ve karin boslugunda
mekonyum ve plasental yapilarin oldugu (Sekil 3)
gorildi. Ayrica uterus tamamen invole olmus idi

(Sekil 4).

Sekil 1. Uterus ve karin boslugunda yavru.

Figure 1. Uterus and fetus in abdominal cavity.

Sekil 2. Karin boslugunda yavru.

Figure 2. Fetus in abdominal cavity.
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Sekil 3. Karin boslugunda plesental yapilar.

Figure 3. Placenta in abdominal cavity.

Olii yavru mesenteriyumdan ayrildi ve bél-
geden uzaklastirildi. Karin boslugu serum fizyolojik
ile temizlendi. Bu olaya, uterusta dogum sancilarinin
yol agabilecegi herhangi bir yirtik ya da deligin yol
actigindan suphelenildi. Ancak, uterusun inspeksi-
yon ile yapilan muayenesi sonucunda herhangi bir
delik ve yirtiga rastlaniimadi. Vaginoskop yardimiyla
yapilan inspeksiyon sonucunda vagina duvarinda da
herhangi bir delik ya da yirtik tespit edilemedi.
Karsilasilan bu olgunun uterusta veya vaginada
herhangi

bir yirtik gozlemlenmemesine ragmen

sekonder abdominal gebelik oldugu kanisina varildi.

TARTISMA

Bu vakada, bir koyunda rastlanan sekonder abdomi-

nal gebelik ve muhtemel sebepleri sunuldu.
Ulkemizde yapilan klinik retrospektif calismalarin
(Erk ve Akkayan 1970; Kaymaz ve ark. 2004; Sekin ve
2005) hicbirinde ektopik gebelik bildiril-

memistir. Benzer sekilde post mortem olarak 1408

ark.

disi koyunun postpartum genital organlarinin detayl
incelenmesinde gebelik patolojisi olarak tubal veya
abdominal gebelik belirlenmemistir (Cetin ve ark.
2006).

nazaran ¢ok az gorilmesinin sebebi, insanlar igin

Hayvanlarda ektopik gebeligin insanlara
ozellikle ektopik gebeliklerin sekillenmesinde 6nemli
nedenler arasinda gosterilen kontraseptiv uygu-

lamalar, sigara, jinekolojik cerrahi operasyonlar gibi

Sekil 4. invole olmus uterus.

Figure 4. Involved uterus.

bazi risk faktorlerin hayvanlar icin s6z konusu

olmamasi diistintlebilir.

Sunulan olguda sekonder abdominal gebelik
teshisi laparo-histeretomi esnasinda konulmustur.
Operasyon esnasinda gorilen mekonyum ve
yavruda herhangi bir kokusma ya da bozulmanin
olmamasi yavru canhhginin bir siire devam ettigi
kanaatini uyandirmaktadir. Koyunlarda involisyon
siirecinin hizli olmasi (Ocal 2005) sunulan vakada
involisyonun morfolojik olarak tamamlanmasina
yetecek siire 6nce dogumun basladigl ama uterusta
olusan herhangi bir yirtik sebebiyle yavrunun karin
bosluguna gectigi ve bu sirede yirtigin kapandigi
hal

uyanmistir. Ayrica bu durum miyometriumun ¢ok az

veya fark edilmeyecek bir aldigi  sliphesi
veya hig¢ skar dokusu geride birakmadan rejenere
olabilme kabiliyeti ile de o&rtismektedir (Corpa
2006). Ozellikle koyunlarda serviksin agilamamasina
bagh gi¢ dogumlar (ringwomb) oldukga siklikla
gozlenmektedir (Haughey 1983). Sunulan olguda
uterustaki yirtik olusumunun bir nedeni de serviksin
acilamamasi olabilir.  Anamneze iliskin olarak
herhangi bir uterotonik preparatin kullaniimamis

olmasi bu slipheyi artirmaktadir.

Sonug¢ olarak, dogumu gecikmis olgularda
dogum kanalinda yavrunun bulunamamasi duru-
munda sekonder abdominal gebelik ihtimali de

gbzden uzak tutulmamalidir.
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Akis Sitometri ve Veteriner Hekimlikteki Uygulamalari

Ahmet Kiirsat AZKUR*, Muhammet Eren ASLAN

Kirikkale Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Viroloji AD, Kirikkale.

Ozet: Akis sitometri hiicrelerin fenotipik ve karakteristik dzelliklerini kalitatif ve kantitatif olarak inceleyen bir cihazdir. Bu
cihaz ile, hiicrenin ylizey ve i¢ proteinleri, organelleri ve diger bilesenleri analiz ve ayrimi, lazer ve elektronik teknolojisi
kullanilarak biyuklik, granilarite ve floresans emisyonu esasina gore gercgeklestirilmektedir. Kisa bir siire icinde heterojen
bir popiilasyonda analiz yapma ve yiiksek saflikta hiicre ayirma yetenegine sahip olan glicli bir aragtir. Akis sitometri beseri
hekimlikte hematoloji, immiinoloji ve klinik uygulamalarda yaygin olarak kullaniimasinin yani sira imminoloji laboratuarlari-
nin vazgegilmez bir pargasi olmustur. Akig sitometri, son yillarda genis kullanim alani ile veteriner hekimlik icinde 6nemli bir
arastirma ve klinik teshis araci haline gelmistir. Veteriner hekimlerin klinik saha g¢alismalarinda akis sitometri cihazlarini
kullanmalari sayesinde, hayvan ve insan refahini olumsuz etkileyen bircok persiste ve/veya klinik enfeksiyonun tespiti ve
tedavisi cok kisa siirede, kolaylikla yapilabilecektir. Veteriner hekimlikte akis sitometri kullaniminin yayginhginin saglanmasi
kullanilan ayirag maddelerin azliginin giderilip, daha fazla sayida monoklonal antikorun ticari olarak elde edilebilir ve
kullanilabilir hale getirilmesi ile mimkiindiir. Bu rapor ile akis sitometrinin genel prensipleri, avantajlari ve veteriner

hekimlikte kullanilan uygulamalari derlenmistir.

Anahtar kelimeler: Akis sitometri, Hlicre analizi, Klinik kullanim, Veteriner hekimlik.

Flow Cytometry and its Applications for Veterinary Medicine

Abstract: Flow cytometry is a device for qualitative and quantitative analyses of the phenotype and characteristics of cells.
The outer and inner cellular proteins, organelles and other components analyses and their separations are based on the
size, granularity and fluorescence emission detection using laser and electronic technology. Making analysis in
heterogeneous population in a short time and is a powerful tool that is capable of high-purity separation of cells. Flow
cytometry is used widely in hematology, immunology, and clinical practice of human medicine and it has been an indispen-
sable part of the immunology laboratory. In recent years, flow cytometry has become a valuable clinical diagnostic tool with
a wide field of use in veterinary medicine. Detection and treatment of persistent and/or clinical infections having adverse
effects on animal and human well-beings would easily be made using flow cytometry in clinical field studies performed by
veterinarians in the near future. The prevalence of veterinary use of flow cytometry, is available with the separator material
and more commercially monoclonal antibody. With this report, the general principles of flow cytometry, advantages and
applications that are used in veterinary medicine has been reviewed.

Key words: Flow cytometry, Cell analysis, Clinical use, Veterinary medicine.

H Ahmet Kiirsat AZKUR
Kirikkale Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji AD, Kirikkale, e-posta: kursatazkur@kku.edu.tr



Akis Sitometri ve Veteriner Hekimlikteki ...

Azkur ve Aslan

GiRi$
Ilk ¢aglardan bu yana insanoglu, bilinmeyeni
kesfetme arzusu ile bilim ve teknoloji alaninda hig
durmadan arastirma yapmaktadir. Yapilan galisma-
lar glnimize 1sik tutmus ve bilim insanlarini
yonlendirerek sorunlarin ¢6zimi noktasinda daha
detayl distinmelerini saglamistir. Béylece, insanlik
icin 6nemli bircok sorun arastirilmakta ve ¢ézimler
Uretilmeye ¢alisiimaktadir.  Bunun paralelinde
gelisen bilim ve teknoloji sayesinde bircok, alet,
cihaz ve teknik gelistirilmistir. Ozellikle bilgisayarin
icadi ve gelismesi ile molekdiler tekniklerin, biyoloji
ile birlesmesi sonucu bilim insanlarinin en kisa
siirede, en dogru sonuca ulagsmalarini saglamaya

baslamistir.

Akis (Flow) sitometri cihazi ve kullanilan sarf
malzemelerin diinya pazarindaki satis hacmi, 2008
yili itibariyle 1.5 milyar dolar oldugu ve diinyada
yaklasik yedi bin adet akig sitometri cihazi bulundu-
gu rapor edilmistir (Flow Cytometry Report, 2008).
Bunun yaninda yapilan bilimsel ¢alismalara ait ilk
1975 yih
baglanmistir. 2008-2009 yillari itibari ile ulusal ve

makaleler, sonrasinda yayinlanmaya

uluslararasi dergilerde, akis sitometri tekniginin
kullanildigi yayin sayisinin 11.000 civarinda oldugu
tespit edilmistir. Buna ragmen ulkemizde ne yazik ki
bu tir istatistiksel analizleri iceren bir ¢alisma ve

hesaplama yapilmamistir.

Akis sitometri, ilk olarak 1950'li yillarda aras-
1980'lerin
basinda hekimlerin hastalarda yardimci T hiicrelerin
o dbénemin gizemli bir
klinik
laboratuarlari icin de vazgecgilmez hale gelen bir
cihazdir (Shapiro, 2003). Akis sitometri birgok bilim

tirma laboratuarlari igin gelistirilen,
ile karakterize,

HIV’in  tespiti

disist

hastaligi olan sonrasinda

dalinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Onceleri
hematoloji laboratuarlarinda kullanilan bu cihaz ve
sistem glnimiizde basta hematoloji, imminoloji,
onkoloji olmak (izere; viroloji, bakteriyoloji, mikoloji,
organ nakil birimleri, arastirma laboratuarlari ile

patoloji, histoloji, biyokimya gibi klinik laboratuarla-

rinda kullanilan énemli bir arastirma yéntemi olarak
yerini almistir. Klinik laboratuarlarin yani sira gida,
toksikoloji, deniz bilimleri arastirmalarinda da bu
cihazdan oldukga sik yararlaniimaktadir (Herzenberg
ve ark., 2002; lbrahim ve ark., 2007; Kima ve ark.,
2008; Kumaraguru ve ark., 2004). Ornegin herpes

simpleks gibi viral kaynakli immunopatolojik
hastaliklarda in vivo olarak regilatér T hicrelerin
rolini belirlenmesi, NK inhibitoér reseptorlerin

etkilesimleri ve regllator sistemin latent enfekte
trigeminal gangliyonlarda koruyuculugunun tespiti,
shRNA veya vyesil fleoresan proteinleri iceren
plazmidlerin transfeksiyonda ki etkinliginin belir-
lenmesi icin kullanilmistir (Azkur ve ark., 2005; Suvas
ve ark., 2004; Suvas ve ark., 2006). Akis sitometri ile
uygun antikor panelleri kullanilarak, hicre tipi
(hematopoietik, lenfoid, veya nonhematopoietik)
veya hiicre turleri (B ve T hiicreleri, dogal 6ldiruci
hicreler, myeloid/monositik hiicreler, neuro/neuro-
endokrin hicreler ve epitelyal hicreler) ile hiicre
olgunlasmasi asamasinda oncil ve olgun hicrelerin
tespiti yapilabilmektedir (Kima ve ark., 2008; Suvas
ve ark., 2004; Youli ve ark., 2009). Bunun paralelinde
alerjik hastaliklara neden olan etkenlerin ve bunlarin
kontrolinde goérevli mekanizmalarin  roli akisg
sitometri cihazi ve teknigini kullanarak basarili bir

sekilde tespit edilmistir (Palomares ve ark., 2010).

Akis sitometri cihazi ile analiz igin, hiicre sus-
pansiyonu hazirlamak amaciyla kan, kemik iligi,
beyin, omurilik sivisi, bronkoalveoler lavaj sivisi,
eklem sivisi, plevral sivi, doku biyopsi Ornekleri,
parafin bloktaki dokular ve hiicre kiltliri 6rnekleri
kullanilabilir (Tablo 1) (Azkur ve ark., 2005; Peterson
ve ark., 2008; Rose ve Knox, 2007).

incelenen antijenlerin tespiti icin; monoklonal
antikorlar ve florokromlar teknolojisi ile fizik ve
bilgisayar teknolojisinin birlestiriimesi sonucunda,
akis sitometri cihazi kesfedilmistir (Tablo 1) (Youli ve
ark., 2009). Sitometri, hicrelerin veya biyolojik
kantitatif olarak fiziksel

partikillerin ve/veya
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biyokimyasal karakterlerinin o6lgllmesidir. Kisaca
akis sitometri, bir sivi icerisinde (slispansiyon) hiicre
veya partiklllerin, kantitatif ve kalitatif 6zelliklerinin
incelenmesi olarak tanimlanabilir (Rahman, 2006).
GinUimuzde bu islem icin “flow” veya “akis’
sitometri terimleri kullanilmaktadir. Akis sitometri
ile stspansiyon halinde bulunan hiicre veya
partikiiller, lazer 15181 yansitilan bir bdlmeden
gegcirilir. Bu bélmeden tek tek gecen hiicrelerin, lazer
1s181 ile aydinlatilmasi sonrasinda, lsttiinden yansiyan
Isinlara ait sinyaller, uygun detektor ve filtreler
tarafindan tespit edilir, bu iginlar toplanir ve analiz
edilir (Ibrahim ve Engh, 2007; Nunez, 2001). Olusan
bu sinyaller, hicrenin baylklik, grandlarite gibi
fiziksel 6zelliklerine bagli bilgileri verdigi gibi; hiicre
ici ve disI reseptor ve yapilarina baglanan cesitli
florokromlardan da kaynaklanabilir (Herzenberg ve
ark., 2002). Boylece, akis sitometri ile ylksek
duyarhlikla, hiicre yada partikilin immiinofenotipi,
DNA igerigi miktari, enzim aktiviteleri, spesifik

antikorlar tarafindan taninan hicrenin; yizeyi,

Tablo 1. Akis sitometri cihazi ile analizin baslica basamaklari

sitoplazmasi ve/veya c¢ekirdeginde bulunan anti-
jen/markirlarin (belirteg) tespiti ve canlhg gibi
cesitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilmektedir.
Bunun yaninda alt tiplerine kadar hiicre tespiti ve
antijen sunan hicrelerin ylzeyinde bulunan
epitoplarin tespiti de kolaylikla yapilabilmektedir
(Dunphy, 2004; Suvas ve ark., 2006; Youli ve ark.,
2009).

Akis sitometri cihazi ve teknigi son derece hizli-
dir, ¢ok kisa bir slrede binlerce hiicreyi analiz
ederek, detayl sonug raporlari elde edilir. Heterojen
bir 6rnek popiilasyonunda, hiicrelerin ve bilesenle-
rinin cok parametreli kantitatif 6zellikleri cok kisa bir
siirede analiz edilebilir (Tablo 1) (lbrahim ve Engh,
2007). Akis sitometri’nin en giiclii ve kendisine 6zgi
avantajl, hiicreleri fiziksel olarak birbirlerinden ayirt
edebilmesidir. Boylece daha ileri analizler yapabil-
mek icin, spesifik hicrelerin saf orneklerini elde
etmek mimkiin olur (Daniel, 2004). Bu tir ¢alisma-
lar son donemde kok hiicre ve gen terapi ¢alismala-

rinda kullanilmaktadir (Brown ve Wittwer, 2000).

Table 1. The main steps of the analysis with flow cytometry

Asama Yapilacak islemler

Deney modeli dizayni
Kan érneklerinin antikoagulanl sekil

de alinmasi,

Diger 6rneklerin uygun sekilde temini

Analiz Oncesi Tasima ve saklama kosullarinin gézden gegirilmesi

Orneklerin uygunlugunun tespiti(pihtilasma, hemoliz durumu)
Numunenin canhliginin tespiti (% 61U hlcre tespiti)

Orneklerin ¢aligilmak lizere hazirlan

masil

Cihazdaki lazerlerin kalibrasyonu; optik hizalama, optik filtrelerin kontroli
Elektronik aksamin kontrolii; detektor ve voltaj kontrol
Floresan boyalarin akis sitometri cihazinda kalibrasyonu
Analiz Sirasinda Kontrol grubu materyallerin diizenlemesi; kontrol boncuklari, biyolojik materyaller
Antikor segimi; deney modelindeki materyallerin spesifite, affinite ve antikor panel

kombinasyonlari belirlenmesi
Tek veya cok parametreli analiz
Kapi alma iglemi

istenilen hiicrelerin ayrimi ve toplanmasi (cell sorting), 6li hiicrelerin dislamasi

Verilerin yorumlanmasi
Analiz Sonrasi Verilerin raporlanmasi

Klinikte kullanim

Klinik sonug
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Akis sitometri cihazlar hiicrelerin veya bilesen-
lerinin ayrintili olarak morfolojik karakterlerini tayin

edemez. Bu yizden floresan mikroskobu ve/veya

konfokal mikroskobu gibi diger gorintileme
teknikleri ile yapisal detaylar ile ilgili cok daha fazla
gorsel bilgi elde edilir. Bunun yaninda sadece

siispansiyon halindeki hiicreler analiz i¢in uygundur
ve hucrelerin dokulardan ayristirilarak stispansiyon
haline getirilmis olmasi gerekir. Ayrica, akis sitometri
cihazlari ¢ok kompleks cihazlar oldugundan, tam
performans ile glivenilir sonuglar elde edilmesi igin
sadece cihaza hakim ve ¢ok iyi egitim almis opera-

torlere gereksinim duyulmaktadir.

Akis sitometri’de, hiicrenin ve/veya bilesenleri-
nin kalitatif ve kantitatif analizleri kisaca dort sekilde
yapilabilmektedir (Brown ve Wittwer, 2000; Dunphy,
2004; Herzenberg ve ark., 2002; Rahman, 2006).

Bunlar;
1-Hucrelerin buyuklik ve granil yapisina gére analiz;

2-Tek

monoklonal antikor kullanilarak yapilan analiz;

floresan boya kullanilarak isaretlenen

3-Cok renkli floresan boyalar (2-17 renk) ile isaretle-

nen antikorlar kullanilarak gergeklestirilen analiz;

4-Hiicre igerisinde bulunan antijenlerin ve yapilarin
hiicre zarinin gecirgenliginin artirilmasi  sonucu

eklenen floresan boya ile isaretli monoklonal

antikorlar ile yapilan analizi
(Maecker ve ark., 2005; Wood, 2006).

seklinde sayilabilir

Akis Sitometri'nin Veteriner Hekimlikte

Kullanimi

Akis sitometri cihazi, insan dokularinda ve hiicrele-
rinde oldugu kadar, hayvanlara ait doku ve hiicrele-
rinin fiziksel ve fonksiyonel 6zelliklerinin tespiti
icinde kullanilmaktadir (Elizabeth ve ark., 2002;
Katherine ve ark., 2000; McSharry, 1994).

Bu cihaz, heniiz ticari veteriner teshis laboratu-
arlarinda yaygin olarak kullanilmamaktadir. Bunun

vaninda akis sitometri cihazina sahip akademik

enstitliler, veteriner hekimlik hizmetlerinin rutin
teshisine yonelik sinirl diizeyde hizmet vermektedir-
ler. Akis sitometri cihazinin yerine veteriner hekimlik
hizmetleri icin Olympus AU-600 gibi hematoloji
analiz cihazlar yaygin bir bigimde kullanilmaktadir.
Veteriner hekimlik biliminde bu durumun yakin bir
gelecekte degiserek, hayvan hastaliklarinin tanisinin
konulmasinda hematoloji analiz cihazlarinin yerini
daha gelismis analiz yetenegine sahip akis sitometri
uygulamalarinin alacagi distnilmektedir (McSharry,
1994; Tarrant, 2005). Akis sitometri cihazlarinin
veteriner hekimlikte daha az kullanilmasinin en
onemli nedeni, tip hekimligine oranla veteriner
hekimlikte akis sitometri uygulamalarinda kullanil-
mak Uzere ayirag maddelerin azhgidir. Ancak daha
fazla sayida monoklonal antikorun ticari olarak elde
edilebilir ve kullanilabilir hale gelmesi ile bu cihazin
ve teknigin veteriner hekimlikte de daha yaygin
olarak hastaliklarin tanisi ve diger klinik uygulamalari
icin kullanilabilecektir (Katherine ve ark., 2000).

GUnumuizde gelismis bati Ulkelerinde, akis

sitometri uygulamalari gesitli hayvan tirlerine ait

hastaliklarin  immiinopatolojisi, teshisi ve asl
gelistirilmesi gibi birgok arastirma alaninda siklikla
kullanilan bir metot olarak yerini almistir. Bu

¢alismalarin tamamini bu derlemede 6zetlememiz
imkansizdir. Bu yilizden, derlemenin bu bélimu
veteriner hekimlikte akis sitometrinin kullanildigi
belirli disiplinlere ait 6nemli ve 6ne ¢ikan baz

¢alismalarin nasil yapildigina odaklanmistir.

Koess ve ark. (2008) sigirlarda erken safhada
meme dokusundan subklinik mastitisi, akis sitometri
kullanarak tespit etmislerdir. Arastiricilar yaptiklari
arastirmada Oncelikle somatik hiicre sayisinin
belirlenmesinde temel yontem olan mikroskop ile,
Akis

sitometri ile daha kisa slirede en az 10.000 hiicre

akis sitometri kullanimini karsilagtirmiglardir.

sayllabildigini rapor etmislerdir ve somatik hicre
sayimina ilaveten, mastitisin erken donemde tespiti
icin gerekli olan yangi hiicrelerini belirlemek icin
polimorfoniklear granilositler icin CD11b, lenfosit-

ler icin CD3, monositler ve makrofajlar icin CD14’e
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karsi elde edilen uygun monoklonal antikorlari
kullandilar. Buna ilaveten propidium iodide (PI)
florokrom ile hiicre igindeki DNA’nin boyamasi
yapilarak, canli ve canli olmayan hiicreleri tim
popiilasyondan kolaylikla ayirt edebilmislerdir.
Sonug olarak akis sitometri kullanarak sttteki I6kosit
hiicreleri; yasayan ve yasamayan polimorfoniklear
notrofil, lenfosit ve makrofaj hicreleri olarak
ayrilmasi ile bu hicrelerin popilasyondaki yizdele-
rinin  tespit ettiler. Buna ilaveten canli
polimorfoniklear noétrofillerin tespiti ile memede
olusan yanginin hangi dénemde oldugunu ve klinik
semptom gostermeden mastitisin akis sitometri ile
rutin olarak 10 dk gibi bir siirede tespit edilebildigini

bildirmiglerdir.

Quist ve ark. (1990) bovine viral diarrhea virQ-
(BVDV)

cihazini kullandilar. BVDV’nin kontrol ve muicadele-

sindn belirlenmesi icin akis sitometri
sinde persiste enfekte sigirlarin belirlenmesi ve
siriaden ayrilmasi 6nemlidir. Bu ylizden arastirmaci-
lar sigir kanlarindaki mononiklear lokositleri, FITC
ve ethidium bromide florokromlari ile isaretleyerek,
akis sitometri cihazi ile analiz sonucunda BVDV PI
hayvanlari belirlemislerdir. Arastiricilar, Pl enfekte
BVDV'yi  %3.0-21.0

oraninda tespit ettiler. Sonu¢ olarak akis sitometri

hayvanlarin  I6kositlerinde

teknigi  kullanilarak, Pl sigirlarda l6kositlerin

BVDV

tespitinin yapilabildigi ve bu uygulamalar igin hiicre

sitoplazmasinda  bulunan antijenlerinin

kaltiriine gereksinim duyulmadigini  belirttiler.
Ayrica bu hizli teknigin BVDV enfeksiyonu kontrolii
icin yakin gelecekte rutin kullanimda yerini alacagini

rapor etmislerdir.

(2002)
0157:H7’yi sigir rumen sivisi ve diskisindan akis

Hussein ve ark. Escherichia coli

sitometri teknigi kullanarak tespit ettiler. ilgili
FITC

florokromu ile isaretli anti-O157:H7 monoklonal

calismada patojenleri isaretlemek igin

antikorunu kullandilar. Sonu¢ olarak E. coli

0O157:H7’'nin akis sitometri yontemi kullanilarak
tespiti ve miktarinin belirlenmesinin, rumen sivisi ve

diskida mililitrede 10* ile 10" hiicre diizeyinde

bulundugunda kolaylikla yapilabildigini aksi taktirde

on zenginlestirme gerektigini bildirdiler.

Rath ve ark. (2008) ciftlik hayvanlarinda yaptik-
lari, akis sitometri cihazi kullanilarak sperm analizi ve
cinsiyet ayrimi calismasi ile saatte ortalama on
milyon spermin %90 saflik ile elde edilmesi imkani-
basta

nin oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar

sigirlar olmak Uzere, ke¢i ve atlarda, Hoechst
florokromu ile hiicre ¢ekirdegi boyamasi yapilarak,
elde edilen grafiklerin yorumlanmasi sonucu
yasayan X ve Y kromozomlarini tasiyan DNA igerigine
gore sperm ayrimi yaptilar. Bu sayede yiiksek
verimlilige sahip bogalardan elde edilen spermlerin
ayrimi ile istenilen cinsiyete sahip yavrular elde
edilmektedir. Bu uygulama Amerika’da elli Avru-
pa’da G¢ merkez tarafindan rutin olarak yapilmakta-
dir.

kalitede ve istenilen cinsiyet kromozomlarina sahip

Cansiz spermlerin uzaklastirildigl, yiksek
DNA’lari igeren canli spermler ile yapilan tohumla-
malar sayesinde dol tutmama sorunu minimum

seviyelere indirilebildigi rapor edilmistir.

Bordignon ve ark. (2002) akis sitometri cihazini
kullanarak kuduz virtisi antijenini, hiicre kiltiriinde
basarili bir sekilde tespit ettiklerini rapor ettiler.
Arastiricilar enfeksiyondan sonra 12, 48 ve 72'nci
saatlerde kuduz virGsiiniin  hicre igerisinde
replikasyonunu akis sitometri ile incelediler. Akis
sitometride yaptiklari analiz sonrasinda viris ile
enfekte hiicrelerin ylzdesini tespit ettiler. Bu deney
icin dogal enfekte sigirdan izole edilen “Pasteur
viriis” kuduz virisii susunu kullandilar. izolasyon
sonrasinda BHK-21 ve C6 hiicre hatlari, vahsi tip
virls ile enfekte edildi. Viris antijenini BHK-21 ve C6
hiicre hatlarinda belirlemek i¢in, daha o6nceden
hazirladiklari ve FITC ile isaretledikleri anti-rabies
ribonukleoprotein monoklonal antikorunu hicre igi
boyamada kullandilar. Boyama islemini takiben,
enfeksiyondan sonra 12'nci saatte %4.7-7.1, 48'nci
saatte %88 ve 72'nci saatte %71-81 virUs ile enfekte
BHK-21 hiicresini akis sitometri ile tespit ettiler.
Sonug olarak, akis sitometrinin hicre kiltiiriinde

intrasitoplazmik kuduz virlisiinlin tespiti icin hizl,
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hassas ve glvenilir bir yontem oldugunu rapor

ettiler.

Cole ve ark. (1999) atlarda Cryptosporidium

parvum’un tespitinde akis sitometri teknigini,

criptosporidium  oosistlerinin  tespiti igin altin

standart olarak belirtilen asit-fast boyama (AF)
(IFA)
yontemi ile karsilastirdilar. Arastiricilar bu amag igin

yontemi ve immiinofluorescence antikor
herhangi bir hastallk semptomu gostermeyen (g
adet yetiskin at sectiler. ilk olarak atlardan 5’er gram
taze diski 6rnegi toplayarak her bir diski 6rneginin,
oosist yoniinden negatif oldugunu asit fast boyama
ile teyit ettiler. Sonrasinda, daha énceden sigirdan
elde edilen ve yogunlugu bilinen criptosporodial
oosistleri (10%) on kath sulandirma basamaklari
seklinde PBS ile muamele ederek hazirladiklari diski
orneklerine, yogunluklar 101, 102, 103, 5x103, 104,
5x10°, 10°, 5x10° ve 10° oosist/g olacak sekilde
inokule ettiler. Asit fast boyama igin siirme preparat
islemini takiben Kinyoun asit-fast boyama kiti
kullanarak boyamayi gergeklestirir iken IFA testi icin
onceden hazirlanan, farkh digki-oosist konsantras-
yonlari ve negatif kontrolde ticari immunofloresan
kiti kullandilar. Akis sitometri igin ise FITC isaretli
oosist spesifik monoklonal antikorlar ile boyama
yaparak bu (g testi karsilastirdilar. Sonug olarak bir
gram diskida, asit fast yontemi ve immunofloresan
%100

sensitivite ile, en az 5x10° oosist/gr oraninda

antikor teknigi ile C.parvum oosistlerini
hazirlanan diski-oosist konsantrasyon basamaginda
tespit ettiler. Akis sitometri ile C.parvum oosistlerini
en az 5 x 10° oosist/gr diski-oosist konsantrasyon
basamaginda tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak akis
sitometrinin altin standart olarak gosterilen asit-fast
ve immunofloresan antikor boyama teknigine gore
10 kat daha duyarh bir yéntem oldugunu rapor

ettiler.

Barratt-Boyes ve ark. (1992) akis sitometri ci-
hazini kullanarak mavi dil virsi (BTV) replikasyonu-
nu, in vitro olarak enfekte edilen sigir mononiklear
hiucrelerinde incelediler. Kultlre ettikleri hicreleri
dil virGsi ile enfekte edilmesi

mavi ardindan,

enfeksiyon gelisimini akig sitometri ile tespit
etmislerdir. T hiicreleri, B hiicreleri, monosit veya
graniilosit htcreleri, her hiicreye spesifik hiicre
ylzey markirlarini FITC ile isaretli mavi dil virisine
spesifik monoklonal antikorlar kullanarak mavi dil
virlist antijenlerini tespit ettiler. Sonug olarak, hiicre
popiilasyonunun tamamina oranla dusik ylizdeye
dil

immunfloresan mikroskop teknigi ile tespitinin zor

sahip mavi virisii  ile enfekte hicrelerin
olacagini ve akis sitometrinin kullanilmasinin daha

avantajli oldugunu rapor etmislerdir.

Dean ve ark. (1992) kedilerde feline 16semi vi-
rastini (FeLV), akis sitometri kullanarak; FelV'yi
enfekte kedilerin myeloid, erythroid ve lenfoid
kokenli kemik iligi hiicrelerinde tespit etmislerdir. Bu
islem kisaca, FelLV ile enfekte olan kedilerden elde
edilen kemik iligi hiicreleri %3’lik paraformaldehyde
ve %0.5 Triton X-100 ile muamele edilerek plazma
membrani gegirgenligi arttirllmistir. Ardindan FelV
ile enfekte hiicreleri, viral p27 antijenine karsi elde
edilen monoklonal antikorlari kullanilarak tespit
etmislerdir. Kemik iliginden elde ettikleri hiicre
popilasyonu akis sitometride myeloid, erythroid, ve
lenfoid hiicreler olarak ayrilmistir. Her hiicre grubu
icinde, p27 antigeni ile enfekte oldugu tespit edilen
hiicrelerin ylzdeleri belirlenmistir. Sonug olarak her
G¢ hicre grubununda FelV ile enfekte oldugunu
tespit etmislerdir. Akis sitometri kullanarak yaptikla-
r bu tip ¢ok parametreli analizin klasik 15k ve
floresan mikroskop kullanarak ¢ok zor olacagini ve
akig sitometrinin bunlar karsisinda son derece

avantajli bir yontem oldugunu bildirmislerdir.

Yukarida ornekleri verilen ¢alismalar disinda
tim hayvan tirlerine ait; viral, bakteriyel, paraziter
etkenler basta olmak (izere immiunolojik, patolojik
bozukluklarin arastiriimasi ile reprodiiktif uygulama-
lara ait ylzlerce galisma ve arastirma bulunmakta-
dir. Son dénemde yapilan g¢alismalar incelendiginde,
akis sitometri teknigi ile bircok teknik, spesifite,
sensitivite ve hiz bakimindan karsilastiriimaktadir.
Bilim insanlar tarafindan akis sitometrinin mevcut

kullanilan tekniklere goére son derece duyarl, hizli ve
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kapsamli arastirmalar igin uygun oldugu rapor
edilmektedir. Bu bilgiler 1s18inda gelismis Ulkelerde
oldugu gibi tGlkemizde de veteriner hekim arastirma-
c ve bilim insanlarinin gegerliligini yitirmeye
baslayan bir ¢ok uygulamanin yerini alan akisg
sitometri cihazinin kullanildig1 arastirmalar dizayn
etmeleri gerekmektedir. Hayvan hastaliklarinin ve
ozellikle zoonoz hastaliklarin erken donemde, hizli
ve kesin tanisinin konulmasi hem hayvan refahi hem
de insan saghg acisindan son derece 6nemlidir.
Bunun yani sira dogum 6ncesinde bogalara uygula-
nacak sperm tayini ve ayrimi ¢alismalari ile yavrula-
rin cinsiyet tespiti ve ayrimi uygulamalarinin batil
Ulkelerde oldugu gibi Ulkemizde de kullanimina
baslanmalidir. Bu sayede lreticiler daha fazla verim
ve dengeli hayvan

Akis

elde ederek, daha saghkl

popiilasyonlari  olusturabilirler. sitometri

cihazinin  veteriner hekimlik  uygulamalarinda
kullanilmasi, hekimlere gelecekte hastaliklarla
mucadelede  oldugu kadar  enfeksiyonlarin

imminopatolojisine ait bircok bilinmeyeni aydinlat-

mada fayda saglayacaktir.
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Ozet: At yetistiriciliginde kisa olan iireme sezonunun iyi degerlendirilip, sezon bosa gecirilmeden kisraklarda gebeligin
olusturulmasi oncelikli hedefler arasinda yer almaktadir. Sinirl Gireme sezonuna sahip kisraklarin lilkemizin de iginde
bulundugu cografyada ilkbahar aylarinda baslayan ovaryum aktiviteleri sonbahara kadar devam etmektedir. Bu sireg icinde
reprodiiktif herhangi bir sorunu olmayan kisraklarda diizenli Gstrus siklusu sayisida oldukga azdir. Dolayisiyla gebeligin
mimkiin olan en kisa zamanda tespitinin kritik dnemi bulunmaktadir. Bu amagla farkli tani yontemleri kullaniimasina
ragmen, gebeligin miimkiin olan en kisa zamanda teshisine olanak saglayacak etkin ve pratik bir yonteme halen ihtiyag
duyulmaktadir. Bu derleme kapsaminda 6ncelikle kisraklarin erken gebelik fizyolojisi hakkinda kisaca bilgi verilecektir.
Mevcut gebelik tani yontemleri (6struslarin izlenmesi, rektal palpasyon, ultrasonografi, progesteron, éstrojen, eCG, erken
gebelik faktoriiniin 6lgimi ve gebelige bagli gen ekspresyonlari ile gebelik tespiti) avantajlari ve dezavantajlar agisindan
tartisilacaktir. Ayrica, gebeligin maternal kabul mekanizmasinin molekiiler diizeyde anlasiimasi amaciyla yapilan giincel
calismalar ve gebeligin tanisinda alternatif yaklasimlar hakkinda bilgi verilecektir.

Anahtar kelimeler: Erken gebelik tespiti, Kisrak.

Early Detection of Pregnancy in Mares

Abstract: It is important in horse breeding that mares need to get pregnant at end of short breeding season. Mares have a
short breeding season characterized with ovarian activity and it lasts from spring to autumn in our country. During the
season number of regular estrous cycles is very few even if the mares are sound reproductively. Therefore, pregnancy
diagnosis as early as possible after breeding remains critically important. Even though clinical methods and laboratory
analysis are commonly used, there is still a need for an economical, dependable and practical method for diagnosing
pregnancy in early period of pregnancy. In this review, a brief information about physiology of early pregnancy in mares will
be given. Furthermore, current pregnancy diagnosis methods (estrus detection, rectal palpation, ultrasonography,
measurements of progesterone, estrogen, eCG and early pregnancy factor and gene expressions due to the pregnancy) will
be discussed in detail including their advantages and disadvantages. Also, current conceptions about molecular mechanism
of maternal recogniton of pregnancy in mare will be evaluated and alternative pregnancy diagnosis methods will be
discussed.

Key words: Early pregnancy detection, Mare.
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ekonomik sinirlar icerisinde devam ettirilebilmesi

portif ve hobi amagli at yetistiriciligi Tirkiye’de

her gecen gin artmaktadir. At yetistiriciliginin

icin bu hayvanlardan vyilda bir yavru alinmasi
hedeflenmektedir. Kisraklar mevsime bagli poliostrik
hayvanlar olup, yil iginde sinirli sayida duzenli 8strus
gostermektedirler. Dolayisiyla  gebeligin  asimi
takiben kisa bir siirede glvenilir ve uygulanabilir bir
ile belirlenmesinin kritik 6nemi
birlikte ikiz

gebeliklerin kisraklar igin istenmeyen bir durum

teshis yontemi
bulunmaktadir. Bununla ozellikle
olmasindan dolayr erken gebelik teshisinin 6nemi
daha da artmaktadir. Sunulan bu derleme kapsa-
minda kisaca kisraklarin erken gebelik fizyolojisi
hakkinda

uygulanan veya gelistirilmeye calisilan gebelik teshis

bilgiler verilecek, ayrica gliniimiizde
yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari sunulmaya

cahsilacaktir.

Kisraklarda Erken Gebelik

Kisraklarin bayik bir kismi (%90) mevsime bagli
poliostrik hayvanlar olup, Tirkiye sinirlari iginde
seksuiel  aktivitelerini ilkbahar-sonbahar aylari
arasinda gostermektedirler (Sentinver ve ark., 1995).
Kisraklarda irka gore degismekle birlikte bir Greme
sezonunda diizenli ve ovulasyonla sonuglanan 6strus
olup 3-6 adet
(Hyland 1990; England 2005).

Kisraklarda 6strus siklusu folliktiler faz ve luteal faz

siklusu sayisi  sinirli arasinda

degismektedir.

olarak iki doneme ayrilir. Asim sezonu igerisinde
siklik aktivitenin diizenli olarak gozlendigi ve 4-6 giin
(follikiiler faz)
ciftlesmek icin aygiri kabul etmektedir. Ovulasyonun
bu

spermatozoonlarin

siiren 06strus doneminde kisrak

sekillendigi dénemde, genital kanalda

taginmasini kolaylastirici
mekanizmalar sekillenmektedir. Ovulasyon sonrasi
kisragin aygiri red ettigi, genital kanalin embriyo icin
hazirlandig1 diéstrus donemi (luteal faz) 15-17 giin
1993; Allen ve

Antczak, 2000). Eger uygun bir dogal asim veya suni

sirmektedir (Daels ve Hughes,

tohumlama protokolii uygulanmis (ovulasyondan en
az 12 saat 6nce tohumlanmis kisraklarda) ise gebelik

sekillenebilir.

Diger evcil hayvanlar ile kiyaslandiginda, kisrak-
larin gebelik siirecindeki bazi olaylar farkl 6zellikler
tagimaktadir. Ornegin; sadece fertilize olan oosit
hiicresi (zigot) uterus igerisine tasinmakta, fertilize
olmayan oositler oviduktlar igerisinde tutularak
birka¢ ay icinde tamamen dejenere olmaktadir.
Embriyonun ovidukt icerisindeki transferi domuz (48
saat) ve ruminantlar (72 saat) ile kiyaslandiginda
(144-152 saat)

Kisraklarda gebeligin maternal olarak taninmasinda

daha wuzun siirede olmaktadir.
rol oynayan molekil veya molekiller giinimizde
halen karakterize edilememistir. Bununla beraber
gebeligin maternal kabuli igin embriyonun uterus
icerisinde kornular ve korpus arasinda hareket
etmesi (migrasyon) zorunludur ve bu donemde
embriyo olduk¢a hareketlidir. Kisrak embriyosu
diger evcil hayvan tirleri ile kiyaslandiginda daha
uzun sire varhgini sirdiren bir sari kese yapisina
sahiptir. Kisrak embriyosunun etrafi; gebeligin 6,5.
guniinden 22. giine kadar glikokaliks yapisinda bir
kapsil ile ¢gevrelenmistir. (McDowell ve ark., 1988;
Oriol ve ark., 1993; Battut ve ark., 1997; Ginther,
1998; Allen, 2000; Allen, 2001; Allen, 2005; Allen ve
Wilsher, 2009).

Fertilizasyondan sonra, fotal hayatin

baslangicina kadar, embriyo uterus igerisine girdigi
6. glnden itibaren mobilizasyon, fiksasyon ve
(Ginther,

1998). Daha sonra embriyo 40. glinde uterusa

orientasyon donemleri gegirmektedir
implante olmaya baslar. Bu donem iginde trofoblast
bir

devamini

hiicrelerinin kismi  farklilasarak kisraklarda

gebeligin saglamaktan sorumlu
progesteronu salgilatan sekonder korpus luteumlari
eCG

hormonunu

sekillendirecek  olan (equine  chorionic

gonadotropin) salgilayacak  olan

endometrial kaplari sekillendirir (Allen, 2001).
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Kisraklarda Gebelik Teshisinde Kullanilan

Yontemler

Kisraklarda Greme performansinin iyilestiriimesinde
erken doénemde vyapilan gebelik muayenesinin
onemli roli bulunmaktadir. Yapilan bu muayenede

esas amag gebeligin erken tanisindan ziyade gebe

olmayan kisraklarin  mimkin olan en erken
donemde belirlenmesi olup bu sayede gebe
olmadigr  belirlenen  kisraklarin  ilk  &strus
periyodunda tekrar dogal asim veya suni
tohumlamaya tabi tutulmalan mumkiin

olabilmektedir (Gordon, 1997). Kisraklarin erken
doénemde gebelik durumlarini belirlemek amaciyla
dis

ultrasonografik muayene

Ostrusun belirtileri, rektal palpasyon ve

gibi  klinik muayene

yontemleri yanisira cesitli hormonlarin

(progesteron, Ostrojen, Equine Chorionic

Gonadotropin) seviye Olgimleri, erken gebelik
faktoru ile gebelige bagl genlerin ekspresyonunun
tespiti gibi laboratuar  yontemlerinden de

yararlaniimaktadir.

Klinik Yontemler

Ostrusun Gézlenmesi: Ozellikle calisan personelin ve
hayvan sahiplerinin siklikla basvurduklari bir gebelik
teshis yontemidir. Genellikle bir Onceki 06strusta
ciftlestirilen kisragin tahmini olarak bir sonraki
Ostrus gosterecegi glinlerde (yaklasik 21. glin) aygira
gosterilerek veya Ostrus belirtileri izlenerek
uygulanmaktadir. Kisraklarda 6strus siklus siiresinin
asim sezonu aylarina gore 17-24 gin arasinda
degismesi, didstrus ovulasyonlari nedeniyle siklus
dis
beslenme

slresinin  uzayabilmesi, embriyonik 6lim,

bozuklugu, paraziter hastaliklar,
bozuklugu, ilk defa asima alinan damizliklarin veya
tay kizginliginda asim vyaptirilacak olan kisraklarin
sinirli ya da urkek olmasi gibi nedenlerden dolayi
bazi

kisraklarda davranis andstrusu (subdstrus)

meydana gelebilmektedir. Dolayisiyla, kisrakta

dis

Bunlarin yanisira

beklenen zamanda  Gstrusun belirtileri

gozlenemeyebilir. siklusta ve

gebeligin ilk 35-40. glinline kadar olan dénemde her

10-12 giinde bir gergeklesen Folikiil Stimulating
(FSH)
kisraklarda gebe oldugu halde Ostrus belirtilerinin

Hormon dalgalanmasinin  etkisiyle bazi
gorilmesinden dolay kisraklarin gézlenmesi ya da
aygirla kontrol edilmesi tek basina gebelik hakkinda
fikir verebilecek giivenilirlikte bir yontem degildir

(Roberts, 1986; England, 2005).

Rektal Palpasyon: Rektal palpasyon yontemiyle

ovaryumlarin palpasyonu, ovaryumun anatomik
ozelligi, korpus luteum yapisinin palpe edilememesi
yanisira her dénemde biylk follikillerin var olma
durumundan dolayi gebelik teshisi i¢in her zaman
14-15.

glninden itibaren rektal palpasyonla belirlenebilen

tercih edilmemektedir. Fakat gebeligin
uterus tonusundaki degisimler gebelikle ilgili bir
bulgu olarak kabul edilmektedir (Roberts, 1986;
Pycock, 2007). Uterus tonusunda meydana gelen
artislar bu dénemde embriyonun uterus igerisinde
hareketli olmasindan kaynaklanmaktadir (Cross ve
Ginther, 1988). Ayrica serviks sikica kapalidir ve
rektal muayenede kolaylikla pelvis tabaninda
hissedilebilir. Gebeligin 60. giniine kadar uterusta
tonus hala belirgindir ve uterus kornusu iginde
embriyoya ait siskinlik hissedilebilir. (Roberts, 1986;
2007).

palpasyonun bazi dezavantajlarida vardir. Ozellikle

Pycock, Tim bunlarin  yaninda rektal

postpartum doénemde asim yaptirilan kisraklarda
uterus tonositesi her zaman hissedilememektedir.
Kisraklarin blyik cogunlugunun tay kizginliginda
asim yaptirildig1 dikkate alindiginda erken dénemde
rektal palpasyonla gebelik tanisinin dogruluk orani
oldukca azalmaktadir. ilave olarak rektumda
sekillenebilecek yirtiga bagh olusan siddetli tkinma,
sancl ve peritonitisin kisragin  6limine neden

olmasi, rektal muayeneyi tecriibesiz hekimlerin

basvurmaktan kagindigi bir yontem haline getirmek-
tedir (Sayegh ve ark., 1996; Foristall ve ark., 1998).

Ultrasonografi: Ultrasonografi, kisraklarda erken

donemde gebelik tanisi amaciyla yaygin olarak

kullanilan bir yontemdir ve transrektal olarak

yapilmaktadir. Embriyonik kapsil yapisindan dolayi

embriyonik kese (2 mm) ovulasyondan sonra 10.
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gunden itibaren ultrasonografi ile gozlemlene-
bilmektedir. Embriyonun 17. gline kadar uterus
icinde hareketli olmasindan dolayi her iki kornuda
icin dikkatli bir
Ovulasyondan 22 giin sonra embriyonik kalp atislari

gebelik sekilde arastiriimahdir.
ultrasonografi ile izlenebilir (Kahn, 1994; Kiligarslan
ve ark., 1996). Ozellikle ikiz gebeliklerin belirlenip
birinin elimine edilebilmesi ve eger kisrak gebe
degilse bir sonra siklus igin asim programinin

yapilabilmesi igin ilk ultrasonografik muayene
genelde ovulasyondan sonra 14-16. glinler arasinda
yapilmaktadir. ikinci muayene, erken embriyonik
olumlerin

belirlenmesi, embriyonik fiksasyonun

uygunlugu ve kalp atimlari ile embriyonun
canliiginin izlenmesi igin 21-22. ginler arasinda
uygulanmaktadir. Ge¢ donemde olusan embriyonik
olumlerin tespiti ve endometrial kaplarin izlenerek
gebeligin gidisati hakkinda bilgi alinmasi icin Gglinci
ultrasonografi muayenesi ise 35-40. gilinler arasinda
yapilmaktadir (Pycock, 2007).

embriyonik vezikiil 9-10. giinde (%30) goriilebilse de

Ultrasonografi ile
(Kahn, 1992), embriyonun 17. gline kadar hareketli
olmasindan dolayr ancak 20. glinden sonra kesin
bir

deneyim gerektirmesi ve bu donemdeki embriyonik

olarak gobzlenebilmektedir. Muayenenin iyi

vezikiilin uterus kistleri ile kolaylkla karis-
tirlabilmesi erken doénemde ultrasonografi ile
gebelik  tespitinde dikkat edilmesi gereken

hususlardir (Ginther, 1992; Kahn, 1992). Ayrica
erken dénemde ultrasonografi ile gebelik tanisinin
sadece rektal yolla yapilabilmesi rektal palpasyon

kisminda bahsedilen riskleri de 6ne ¢ikarmaktadir.

Laboratuvar Yontemleri

Progesteron Olgiimii: Ovulasyon sonrasi gelisen
Cl’dan dretilen progesteron seviyesi gebeligin 6-
14.glnler arasinda 8-15 ng/ml seviyesi ile pik diizeye
ulastiktan sonra tedricen azalarak 30-35.giinlere
kadar 4-6 ng/ml seviyesine iner.Daha sonra eCG’nin
etkisiyle sekunder CL’den dolayi tekrar yiikselerek 8-
25 ng/ml seviyelerine ulasir ve yaklasik 150.gline
kadar bu seviyelerde kalir (Daels ve Hughes, 1993;
Gordon, 1997; Bergfelt ve Adams, 2007).

Gebe kisraklarda progesteron hormonunun bu
seyri nedeniyle gebeligin teshisi amaciyla kullanilabi-
18-20.
gunlerde progesteron diizeyi >1 ng/ml’dir (Nett ve
ark., 1976; Gunther ve ark., 1980; McKinnon, 1993;
England, 2005; Bergfelt ve Adams, 2007). Ancak

uzayan di6strus, erken embriyonik 6liim, 6rnekle-

lir. Gebe kisraklarda ovulasyon sonrasi

menin hatall zamanda yapildigl veya kisa Ostris
siklusu olusan kisraklarda progesteron diizeyi yliksek
olacagindan sonuglarin yanlis pozitif olarak yorum-
lanabilecegi unutulmamalidir. Nadir olarak bazi gebe
kisraklar kisa sireli olarak dulsiik progesteron
diizeyine sahip olabilirler (Roberts, 1986; England,

2005).

Ostrojen Olgiimii: Ostrojenler erken ddnemde
12.

Uretilmeye baslanir. Ancak Gretilen 6strojen miktari

(gebeligin gininde) embriyo tarafindan
¢ok disik oldugundan kan plazmasinda olculebile-
cek diizeye ulasamaz ve lokal bir Giretim olarak kalir.
Ostrojen miktari bakimindan gebe ve gebe olmayan
kisraklarda 30. gline kadar fark olmadigi, 35-40.
giinlerde ise gebelerde 2-3 kat arttigi bildirilmistir.
Bu ginlerde olusan artisin eCG’nin salinimi sonrasi
gelisen sekonder luteal yapilarin olusumu ile yakin
iliskili oldugu ifade edilmektedir (Daels ve ark., 1990;
Daels ve ark., 1991; Daels ve ark., 1998; McKinnon
ve Pycock, 2007). idrar veya plazmada &strojen
seviyesinin Olcimiyle glvenilir gebelik teghisin
ancak 60. glinden sonra yapilabilecegi belirtilmekte-
dir. ileri dénem gebeliklerin izlenmesinde kullanila-
cak olan fétal ovaryum kaynakli 6strojen ise 210.
ginde pik seviyeye ulasmaktadir (Nett ve ark., 1975,
Gordon, 1997). Bu nedenle erken gebelik teshisi icin

ostrojenin higbir klinik &nemi yoktur.

Equine Chorionic Gonadotropin (eCG) Ol¢iimii:
Uterus endometriyumuna gomili haldeki fotal
trophoblast hiicrelerinden Uretilen eCG veya diger
adiyla PMSG hormonu, gebeligin 35-40. giinlerinde
plazmada 6lgllebilir diizeye ulasan, 60-65.glinlerde
pik seviyeye cikan, 80-120. giinlere kadar Uretilen ve
150. gine kadar bir gonadotropindir

(McKinnon, 1993; Gordon, 1997; Allen, 2000). Dogru

azalan
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gebelik teshisi icin en uygun eCG 0Olgim zamaninin
gebeligin 50. gininden sonraki dénemler oldugu
belirtiimektedir (Collins ve Buckley, 1993; Aslan ve
1997)..Endometriyal
35.glinden itibaren 120-150.giine kadarki donemde

ark., kaplarin  sekillendigi
abortus sekillense bile endometriyal kaplar hala
bu
testlerde yanlis pozitif sonuglarin elde edilebilecegi
belirtiimektedir (Mitchell, 1971; Gordon, 1997;

England, 2005). Bazi durumlarda ise endometriyal

fonksiyonel olacagindan donemde yapilan

kaplarin immunolojik retlerinin ¢ok erken olusmasi
nedeniyle gebelik devam etmesine ragmen Uretilen
eCG dizeyinin ¢ok disuk veya olcilemeyecek
diizeyde olabilecegi bildirilmektedir (Fay ve Douglas,
1982). katir

endometrial kaplar sekillenmediginden eCG 6l¢imu

Ayrica, ve bardo gebeliklerinde

yapilamaz (England, 2005).

Erken Gebelik Faktérii (EGF) Ol¢giimii: Kisraklarda ve
bazi hayvan tirlerinde gebeligin erken déneminde
ozellikle maternal kabul ve luteal fonksiyonlarin
surekliligini saglamaya yonelik uyaricilarin embriyo
tarafindan (Uretildigi belirlenmistir. Bu uyaricilarin
immunolojik testlerle belirlenmesine dayali gebelik
teshis yontemleri bulunmaktadir. Kisraklarda erken
gebelik faktért (EGF) adi verilen ve immun sistemi
bir

fertilizasyonu takiben 2. giinde serumda tespit

baskilayici ozelligi olan glikoprotein,
edilebilmektedir (Takagi ve ark., 1998; Ohnuma ve
ark., 2000). Ancak bu proteinin varliginin tespiti
Rosette Inhibition Test (RIT) adi verilen oldukca
kompleks bir yontemle yapilabilmektedir. RIT testi
icin, gebelik testi yapilacak kisraklardan serum
toplanmasi, diger saglikh bir attan lenfosit izolasyo-
nu ve bu lenfositlere karsi tavsanlardan anti-serum
elde edilmesi, koyun, insan veya ratlardan eritrosit
izole edilmesi gerekmektedir. Dolayisi ile bu test
pratik olarak kabul edilmemektedir (Takagi ve ark.,

1998).

Son yillarda tohumlama sonrasi 3-30. glinlerde
kan serumunda EGF glikoproteinine karsi Uretilmis
antikorlarin belirlenmesine yonelik pratik bir test kiti

(Concepto-Diagnostics Corporation) gelistirilmistir.

Uretici firma belirtilen kit ile gebelik teshisinin
ifade
etmektedir. Ancak, yapilan bilimsel ¢alismalarda bu

%95’in Uzerinde dogrulukla yapilabildigini

testin kisraklar ve sigirlar igin ¢ok yliksek dogrulukla
guvenilir olmadigi, erken ve dogru gebelik tespiti
yoninden klasik gebelik yoéntemlerine o6zellikle
ultrasonografik muayeneye alternatif olamayacagi
ortaya konulmustur (Cordoba ve ark., 2001; Gandy
ve ark., 2001; Metcalf ve ark., 2004; Horteloup ve
ark., 2005; Parker ve ark., 2005).

Gebelige Bagli Genlerin Ekspresyonu ile Gebelik
Tayini: Fertilizasyon sonrasi gebeligin olusmasi ve
devam edebilmesi igin cesitli faktorlerin koordineli
bir sekilde galistigl glinimuzde yapilan ¢alismalar ile
ortaya konulmustur (Weber ve ark., 1991; Ath ve
ark., 2010; Klein ve ark., 2010; Atl ve ark., 2011).
Embriyo, paternal gen allellerini tasimasindan dolayi
allojenik yapida olup, annenin immidn sistemi
tarafindan potansiyel yabanci bir organizma olarak
kabul edilmektedir. Embriyonun gelisimine devam
edebilmesi i¢in varligini gesitli sinyaller ile bildirmesi
kabul

edilmesi gerekmektedir (Allen ve Antczak, 2000;

ve annenin immum sistemi tarafindan
Allen, 2005). Ayrica fiziksel olarak embriyonun
oviduktan uterusa tasinabilmesi icin PGE, salgilama-
PGF
sekresyonunu durdurmasi gerekmektedir (McDowell
ve ark., 1988; Weber ve ark., 1991; Ginther, 1998;

Allen, 2001). Bu faktorlerin 6zellikle kanda yaptig

si ve uterus icinde ise endometrial

degisiklerin izlenmesi ile gebelik tespit edilebilecegi

distnilmistir.

immunolojik olarak embriyonun paternal
Major Histocompatibilty Complex (MHC) ekspresyo-
nunun basladigi erken gebelik déneminde (7.gin),
sigir kan lenfositlerinde adreno kortikotropik
hormon (ACTH) salgilamaktadir (Dixit ve Parvizi,
2000; Dixit ve Parvizi, 2001). Hicre ici mikroorga-
nizmalara karsi hicresel immuinite etkin olarak
kullaniimasina ragmen, gebelikte humoral bagisiklik
tercih edilmektedir (Wilder, 1998). immiin sistemde
gozlenen bu radikal degisime Th-1 sitokinlerden, Th-

2 sitokinlere gecisin neden oldugu belirtilmektedir
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(Wegmann ve ark., 1993; Reinhard ve ark., 1998).
Th-1 sitokinlerinin baskin olmasi embriyo gelisimini
olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Hill ve Choi,
2000). Gebelik
salgilanan nitrik oksit (NO), Th-1 lenfositlerden Th-2
lenfositlere  gegisi
baskilamaktadir (Dixit ve Parvizi, 2001; Roozendaal
ve ark., 1999).

siresince sigir lenfositlerinden

saglayarak immiin sistemi

Ruminant embriyolarinda salgilanan interfe-

ron-tau’nun (IFN-tau) immiin sistemi baskilayic
etkiye sahip olmasi nedeniyle maternal kabulde en
dnemli etken olarak kabul edilmektedir. in vitro
fertilizasyon (IVF) uygulamalarinda ortama GM-CSF
katilmasi, koyun embriyolarinda daha erken ve fazla
miktarda IFN-tau’nun Uretilmesine neden olmakta-
dir (Rooke ve ark., 2005). Sigir embriyosundan
salgilanan INF-tau’nun etkisi ile uterus digindaki
dokularda oOzellikle periferal kan mononikleer
hicrelerinde (PKMH) IFN-tau’nun ISGs genlerinin
(INF-tau

etkiledigi tespit edilmistir. Ornegin, ISG’lerden 2-5

stimulated genes)  ekspresyonlarini
oligoadenylate synthetase 1 (OAS1),
(Mx-1), Mx-2 ve

stimulated gene 15 kDa protein (ISG15) ekspresyo-

myxovirus
resistance gene-1 interferon-
nunun erken gebelik dénemlerinde sigir ve koyun
PKMH’de 6nemli oranda arttigi gézlenmistir (Gifford
ve ark., 2007; Oliveira ve ark., 2008; Green ve ark.,
2010). Pratik olarak toplanabilen PKMH’lerinde I1SGs
ekspresyon  seviyelerinin  6zellikle  diivelerde
gebeligin 18. glinliinden sonra teshiste kullanilabile-

cegi bildirilmektedir (Green ve ark., 2010).

Ancak, kisrak embriyosu tarafindan IFN-tau
PKMH’de ISGs
ekspresyonlari degisiklik gostermediginden gebelik

salgilanmamaktadir. Dolayisiyla,
teshisinde belirleyici markir olarak kullanilamayacagi
bildirilmistir (Hicks ve ark., 2003). Erken gebelikte
embriyo tarafindan salgilanan diger faktérlerin
(PGF,, PGE, ve 6strojen) annenin immiin sistemini
etkiledigi bilinmektedir. Bu durum at lenfositlerinde
bazi genlerin ekspresyon profillerinin erken gebelik
teshisinde kullanilabilecegi fikrini glindeme getirmis-

tir. Fertilizasyon sonrasi at embriyosu tarafindan

Uretilen prostaglandin E, (PGE,), Th-1 sitokinlerini
(IL-2, IFN-y, TNF-a) ancak Th-2
sitokinlerinin (IL-4, IL-5, IL-10) Uretimini uyarmakta-
dir (Meyer ve ark., 2003; Trebble ve ark., 2003;
Walker ve Rotondo, 2004). Ozellikle, kan dokusunda
(PKMH) meydana gelen immiinojik degisikliklerin

baskilamakta,

alternatif gebelik
alt  yapi

olusturmasi beklenmektedir. Ornegin, erken gebelik

molekiiler diizeyde tespitinin,
tespit yontemlerinin  gelistirilmesine
doneminde bazi aday genlerin PKMH’de ekspresyon-
lari transkripsiyon seviyesinde arastirilmistir (Kurar
ve ark., 2011). Kisrak PKMH’den izole edilen total
RNA o6rneklerinde prostaglandin E synthase (PGES),
IL-5 ve nitric oxide synthase (iNOS) gen ekspresyon-
lari tespit edilememistir. Ancak ACTH’1 kapsayan
polisistronik proopiomelanocortin (POMC), IL-4 ve
IL-10 gen ekspresyonlari gebe ve siklik kisraklarda
tespit edilmistir. Ancak, yalniz IL-10 ekspresyonu
gebe kisraklarda sikliklere gore 0. ve 4. giinlerde
onemli derecede (P< 0.05) dusik bulunmustur.
Benzer sekilde, dogal bagisikligin 6nemli bir pargasi
(TLR) (1-10)
ekspresyonlari at PKMH’de tespit edilmistir. Ancak

olan Toll-like reseptor genlerinin

gebe ile gebe olmayan kisraklarin TLR (1-10)
genlerinin ekspresyonlari arasinda 6nemli bir fark
bulunamamistir (Kurar ve ark., 2012). Diger aday
genlerin atlarin erken gebelik doneminde ekspres-
yon seviyelerinin arastirilmasi gebelik immunolojisi-
nin anlasiimasina ve gebelik tespitinde kullanilabile-
cek markir gen ve faktorlerin tespitine olanak
saglayacaktir. Bu amacla 6zellikle mikroarray
teknolojisi ile transkriptom analizlerinin kullaniima-

sina ihtiya¢ duyulmaktadir.

SONUC
Sonug olarak kisraklar icin saha sartlarinda gebelik
tespiti amaciyla ultrasonografiden yaygin olarak
birlikte

molekiiler biyoloji tekniklerin ilerlemesi ve erken

yararlaniimakla glinimizde  oOzellikle
gebelikteki fizyolojik olaylarin anlasiimasina yonelik
calismalarin artisi ile laboratuvar teknikleri kul-
lanilarak erken gebeligin tespit edilmesine yonelik
Bunlarla

calismalarin sayisi artmaya baslamistir.
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birlikte 06zellikle embriyo transfer ¢alismalarin

ilerlemesi ile embriyonun yikanmasindan once (7.

giinde) kisraklarda gebeligi teshis edebilecek

yontemlere halen ihtiya¢ duyulmaktadir.
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