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Determination of Aflatoxin Levels of Feeds Used in Dairy Cow Farms and
Their Effects on Blood Parameters and Milk Aflatoxin Levels in Hatay

Province*

Ferhat POLAT'*, Taylan AKSU?

1. Central Research Institute of Food and Feed Control, Bursa, TURKEY.
2. Yuziinci Yil University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Animal Nutrition and Nutritional Disease, Van, TURKEY.

Gelig Tarihi/Received Kabul Tarihi/Accepted Yayin Tarihi/Published
15.01.2015 18.04.2015 20.12.2015

Abstract: In the study, AFB; and total aflatoxin levels of roughages and concentrates from twenty dairy farms in Hatay, AFB;
carry over rate (CO) from feed to milk as AFM; and correlation between total aflatoxin intake and blood parameters were
investigated. In none of the roughage samples, AFB; levels was over 5 ppb while the concentrates of 9 farms were found to
be above 5 ppb legal limit. The average AFB; levels of concentrates and roughages, and the average AFB; intake were 4.496
ppb, 1.282 ppb and, 15.987 ug/day, respectively. A total of one hundred milk samples were collected by taking five dairy cows
from each farm. The two of milk samples were found to be exceeded the level of 0.05 ppb of the AFM; level that is the
statutory limit in Turkey. The average AFM, level of the farms was 0.0214 ppb and none exceeded the legal limit. The average
CO rate of farms was found to be 2.66%. The correlation coefficients were not significant between total aflatoxins intake and
blood parameters. As a result, the AFM; excretion in milk was related to AFB; intake and milk yield. In dairy cows, a daily
intake of AFB; 37.3 pg at maximum level should not be exceeded to stay in the statutory limit for AFM; in milk.

Keywords: AFB1, AFM;, Blood Parameters, HPLC, Total Aflatoxin.

Hatay ili Siit inegi isletmelerinde Kullanilan Yemlerin Aflatoksin Diizeylerinin
Belirlenmesi ve Bu Yemlerin Kan Parametreleri ile Suitteki Aflatoksin Duzeyleri

Uzerine Etkisi

Oz: Arastirmada, Hatay ilinde faaliyet gosteren 20 sit sigiri isletmesinde kullanilan kaba ve konsantre yemlerde AFB; ve total
aflatoksin dizeyleri, yemle tiiketilen AFB;’in slte taginma orani (SO) ve alinan total aflatoksin dizeyleri ile kan parametreleri
arasindaki korelasyon incelendi. Dokuz isletmede konsantre yem AFB; diizeyi 5 ppb lizerinde yer alirken, kaba yem
orneklerinin hicbirinde AFB; miktari 5 ppb diizeyini asmadi. Konsantre ve kaba yemlerdeki ortalama AFB; diizeyi ile ortalama
AFB; tuketimi sirasiyla 4.496 ppb, 1.282 ppb ve 15.987 ug/gilin olarak tespit edildi. Her isletmeden 5 bas st sigiri olmak tzere
toplam 100 bas hayvandan siit 6rnekleri alindi. incelenen siit rneklerinden sadece ikisinde AFM; miktari Tirkiye icin yasal
limit olan 0.05 ppb lzerinde tespit edildi. isletmelerin ortalama AFM; diizeyi 0.0214 ppb olarak tespit edilirken, higbir
isletmenin ortalama AFM1 miktari yasal limiti agmadi. Stite AFM; tasinma orani ortalama % 2.66 olarak belirlendi. Yemle alinan
total aflatoksin miktarlari ile kan parametreleri arasindaki korelasyon katsayilari énemsiz bulundu. Sonug olarak, siitle AFM1
atihminin stit verimi ve yem tiiketimi ile baglantili oldugu ve siitte yasal AFM; diizeyinin asilmamasi igin siitgl ineklerde giinlik
37.3 ug'in altinda AFB; tiiketilmesi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: AFB;, AFM;, HPLC, Kan Parametreleri, Total Aflatoksin.

X Ferhat POLAT
Central Research Institute of Food And Feed Control, Bursa, TURKEY.
e-mail: polatum@gmail.com

* This study was summarized from PhD thesis of Ferhat Polat entitled as “Determination of Aflatoxin Levels of Feeds Used in Dairy Cow
Farms in Hatay Province and Their Effects on Blood Parameters and Milk Aflatoxin Levels”.
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INTRODUCTION

ycotoxins are secondary fungal metabolites
IVIsynthesized by toxigenic fungi species in the
presence of appropriate chemical, physical and
biological factors. They can be produced in crops and
food commodities during the pre- or post-harvesting
period (1,2). Aflatoxins, ochratoxins, trichothecenes,
zearalenones, fumonisins, tremorgenic toxins and
ergot alkaloids are the mycotoxins of greatest agro-
economic importance (3,4).

The maximum tolerated levels of AFB:1 in
feedstuffs range from 5 to 50 pg/kg (5). The
acceptable critical aflatoxin levels are 0.20 mg/kg
(ppm) for single feedstuffs like corn, barley and
soybeans, and 0.05 mg/kg (ppm) for mixed rations of
sheep, goats and cattle (6). AFM: levels in milk and
milk products are also quite important when human
daily milk consumption is considered. In order to
protect the consumer from the harmful effects of
aflatoxin, the maximum level of AFM1 in milk and
milk products is restricted by many governments, as
is the level of AFB;: in feedstuffs (7). The defined
maximum limit is 0.5 pg/kg in the USA and 0.05 pg/kg
in the European Union, Africa, Asia and Latin America
(8,9).

After biotransformation of AFB1 in the liver, it is
secreted into milk in the mammary gland as AFM1
(10). Small amounts of AFM1 are known to appear in
milk within a few hours after the feed containing
AFB: is consumed (11). The absorption of aflatoxin
and its excretion with milk as AFM1 varies between
In the

individuals, days and

it was found that 3%

lactation periods.
literature, of consumed
aflatoxin in feed is transferred into milk (8,12).
However, milk yield may have a large effect on the
AFM1 excretion (8,13). High-yielding dairy cows could
show high excretion rates up to 6%. This is due to the
relatively high consumption of concentrates and the
alteration of the blood-milk barrier due to high milk
production or various systemic diseases and
mammary infections (9,14,15). As arule, it is said that

animals should consume less than 40 pg/d of AFB1 in

order not to exceed the allowed limits of AFM1 in
Europe (13).

Intense global commercial activity of vegetal
food and raw feed materials, changing climatic
conditions, increasing environmental pollution and
traditional and poor agricultural practices of many
developing countries could all increase the
mycotoxin contamination risk in feed materials
produced. In this context, it is also quite important to
follow worldwide prevalence of mycotoxins for
Turkey, as a food and feed importing country (16). In
addition to this, it is essential for Turkey to create a
local mycotoxin map to prepare a national mycotoxin
strategy.

The present study was carried out to determine
the presence and intensity of aflatoxin in the feed
used in dairy cow farms in Hatay and in the milk of

animals that consume those feeds.

MATERIALS and METHODS

For the study, a total of five Holstein cows with
similar characteristics (aged from 3 to 6 years-old,
weighed 350-450 kg and had passed peak lactation
period) were selected from 20 different dairy farms.
Every farm was considered to be one group.
Procedures for management and animal care were
approved by the Animal Ethics Committee of Mustafa
Kemal University on 05.02.2010 (approval number;
2010/1/14).

Feed materials consisted of roughages and
concentrated feeds served to animals for daily
Singly
concentrated feed samples were subjected to

consumption. collected roughage and
extraction processes according to a method as
described by the AOAC (17) and analyzed with a high-
performance liquid chromatography (HPLC) device
(Shimadzu Class VP).

Each milk sample from the animals was taken
into a 250 ml container 3-5 h after feeding. Samples
were subjected to extraction processes according to
the method offered by EN ISO 14501 (18) and R-

Biopharm (19) and analyzed with an HPLC device
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(Shimadzu Class VP). The carry over rate was
calculated by using the proportion of the daily
amount of consumed AFB: to excreted AFM1 with
daily milk production (13,14,20).

The blood samples were taken from each
animal simultaneously with milk samples. After the
syneresis, blood sera were analyzed to test the levels
of serum triglyceride (TG), blood urea nitrogen
(BUN), creatinine (CR) and total protein (TP) using the
Konelab 60i Clinical Chemistry Analyzer (Thermo
Electron Co, Finland) and the enzyme activities of
serum aspartate aminotransferase (AST), alanine
amino transferase (ALT), alkaline phosphatase (AP),
(GGT)

Autoanalyzer (Refletron Roche). Total cholesterol

gamma-glutamyl transferase using the

(TC) was tested using Refletron brand kits.

Statistical Analysis

Spearman’s correlation was applied to the
values not showing a normal distribution after a
normality test to determinate the correlation
between the total aflatoxins (AFBi, AFB2, AFMj,
AFM2) consumed and blood parameters, and also
between the amount of AFB1 consumed and the
amount of AFM1 formed in milk (21). All the statistical
analyses were performed with the SPSS 16.0 (2007)

software package.

RESULTS

A total of 68 feed samples were analyzed: 46
concentrated feed samples (67.7%) and 22 roughage
samples (32.3%) collected from the farms. Detected
AFB1 and total aflatoxin levels in the feeds are given
in Table 1.

None of the concentrated feed samples had an
AFB; level exceeding 20 ppb, while samples from 9

farms (45%) had an AFB1 level over 5 ppb. The AFB:1

level was unable to be determined in one farm’s
concentrates (Farm 9).

The highest AFB:1 value in concentrated feeds
was 7.503 ppb (Farm 7) and the mean AFB1 was 4.496
ppb. Commercial compound feeds had the highest
AFB1 levels among the 46 concentrated feed samples
examined. The mean AFB: level of all samples was
3,812 ppb. Four of 15 commercial compound feeds’
(27%) AFB1 levels were determined to be above 5
ppb.

It was observed that both AFB: and total
aflatoxin levels of roughage samples were lower than
in concentrated feeds. None of the measured values
of roughages exceeded an AFB:1 level of 20 ppb, as the
statutory limit for feed commodities in Turkey.
However, in roughage samples gathered from 8
farms (40%), no AFB: level could be determined.
None of the 22 samples were over 5 ppb. The highest
value of AFB1 in the roughage samples was 4.711 ppb
(Farm 11), and the mean was 1.282 ppb.

In the study, 2% of 100 total milk samples
gathered from 20 farms were above the 0.05 ppb
limit AFM1 level (Table 2). The average AFM: level
(0.0214 ppb) of all farms was under 0.05 ppb, as the
statutory limit in Turkey and the EU. AFM: levels
were detected to be between the 0.02-0.04 ppb
range in 11 farms (55%) and under 0.02 ppb in 8
farms (40%). Only one farm’s AFM: level reached
0.04-0.05 ppb, which is on the verge of unacceptable
level of AFM;.

Farm-based means of blood parameters
analyzed including the activities of AST, ALT, AP, GGT,
and the levels of creatinine, cholesterol, triglycerides,
total protein and blood urea nitrogen were given in
Table 3. No correlation was found between the total
amounts of aflatoxin consumed with feed and blood

parameters (Table 4).
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Table 1. Detected AFB1 and total aflatoxin levels of feed samples in farms.
Tablo 1. isletmelerdeki yem &rneklerinde tespit edilen AFB1 ve toplam aflatoksin diizeyleri.

AFB1(ppb) Total Aflatoxin (ppb)
Farms Concentrates /[ Roughages Total Aig:n\:salues of Concentrates /[ Roughages \-Ir:ltL:sA::‘a:::(:s
1 3.543 / ND 3.543 7.151 / ND 7.151
2 0.098 / 1.571 1.669 0.118 / 2.596 2.714
3 2.823 / ND 2.823 2.897 / ND 2.897
4 4.983 / 1.314 6.297 17.235 / 3.241 20.476
5 7.396 / ND 7.396 21.640 / ND 21.640
6 4.758 / ND 4.758 5.512 / ND 5.512
7 7.503 / 2.418 9.921 16.342 / 4.107 20.449
8 0.722 / ND 0.722 1.297 / ND 1.297
9 ND / 3.131 3.131 ND / 4914 4.914
10 7.166 / ND 7.166 18.192 / ND 18.192
11 3.882 / 4.711 8.593 4.013 / 11.132 15.145
12 6.260 / ND 6.260 6.581 / ND 6.581
13 7.239 / 2.420 9.659 22.033 / 2.420 24.453
14 5.341 / 2.466 7.807 12.920 / 5.855 18.775
15 6.735 / ND 6.735 14.750 / ND 14.750
16 5.484 / 1.436 6.920 12.807 / 3.532 16.339
17 4.134 / 2.158 6.292 4.492 / 2.840 7.332
18 5.217 / 0.536 5.753 10.381 / 1.074 11.455
19 4.797 / 1.968 6.765 5.662 / 5.615 11.277
20 1.847 / 1.506 3.353 4.281 / 1.506 5.787
Average 4.496 / 1.282 5.778 9.415 / 2.442 11.857

ND: Not Determined (Tespit Edilmedi).
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Table 2. General profile of animals presented in farms and transition rate of AFB1 into milk as AFM1 (carry over rate).
Tablo 2. isletmelerde mevcut hayvanlara ait genel profil ve AFB1’in siite AFM: olarak gegis diizeyi (siite gecig orani).

Farm AFB1 of Roughages AFB; of Concentrates Total AFB1 Intake Milk AFM: Levels Average Milk Yield Carry Over Rate
(ug/day) (ng/day) (ng/day) (ne/1) (kg/day) (%)
1 0.000 6.838 6.838 0.0091 21.0 2.81
2 6.928 0.283 7.211 0.0104 19.0 2.75
3 0.000 8.006 8.006 0.0128 174 2.99
4 4.625 11.628 16.253 0.0214 21.0 2.77
5 0.000 29.769 29.769 0.0368 25.0 3.09
6 0.000 10.420 10.420 0.0126 23.0 2.77
7 8.777 18.182 26.959 0.0372 20.4 2.81
8 0.000 1.537 1.537 0.0018 20.8 2.41
9 17.189 0.000 17.189 0.0204 27.0 3.21
10 0.000 27.870 27.870 0.0337 27.0 3.26
11 24.627 13.509 38.136 0.0462 26.0 3.15
12 0.000 19.144 19.144 0.0234 21.0 2.57
13 5.881 11.707 17.588 0.0254 10.8 1.56
14 5.129 7.421 12.550 0.0211 12.4 2.08
15 0.000 13.317 13.317 0.0182 20.0 2.73
16 4.480 11.381 15.861 0.0231 17.0 2.48
17 5.697 7.288 12.985 0.0208 15.0 2.40
18 2.231 14.608 16.839 0.0211 23.4 2.94
19 5.156 8.452 13.608 0.0197 14.0 2.03
20 4.202 3.454 7.656 0.0108 16.8 2.37
Average 4.746 11.241 15.987 0.0214 19.9 2.66
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Table 3: Farm-based means of blood parameters analyzed.

Tablo 3: Analiz edilmis kan parametrelerinin isletme bazli ortalamalari.

Farmm AST ALT ALP GGT TC BUN CR TP TG
(ng/1) (ng/1) (ng/1) (ne/1) (mg/dI) (mg/dI) (mg/dI) (g/dl) (mg/1)

1 93.76 24.48 50.60 20.04 211.00 20.20 1.12 7.30 19.20
2 166.60 40.90 64.56 37.48 272.00 17.00 0.76 5.84 16.00
3 119.80 54.00 48.26 43.42 217.60 27.60 0.94 6.28 18.20
4 129.20 50.62 44.46 23.92 277.80 11.20 0.98 6.96 21.00
5 128.32 30.90 47.76 41.66 140.20 18.40 1.04 6.60 10.60
6 101.22 32.04 34.04 51.52 136.60 15.60 0.96 6.62 18.40
7 126.46 60.24 54.10 30.92 252.00 15.40 0.98 6.28 18.20
8 128.34 47.88 63.04 37.68 239.20 8.40 1.06 6.46 14.80
9 119.80 50.62 59.34 33.04 273.60 17.80 0.84 6.88 13.80
10 115.60 49.84 58.78 33.20 215.80 19.80 0.90 6.44 15.20
11 135.32 52.76 54.84 30.20 268.80 15.40 0.90 6.80 9.40
12 117.54 35.98 63.40 27.44 240.20 14.60 0.98 6.46 7.40
13 113.94 31.72 63.06 27.72 189.80 12.80 0.98 6.46 24.80
14 105.62 31.08 64.04 42.38 162.60 16.60 0.98 6.82 7.80
15 128.40 39.28 41.44 28.62 287.80 19.20 1.04 6.86 8.80
16 96.82 40.20 62.52 23.44 193.60 12.80 0.98 6.96 15.00
17 113.78 31.72 52.40 26.44 124.00 14.60 1.14 6.84 14.00
18 106.00 20.28 66.08 32.10 205.40 16.20 1.08 6.52 6.60
19 107.58 31.44 42.24 23.56 156.60 13.40 0.94 7.14 15.80
20 127.04 33.02 40.44 26.28 211.20 10.00 1.20 7.38 7.60
Average 119.06 39.45 53.77 32.05 213.79 15.85 0.99 6.70 14.13

AST: Aspartate Aminotransferase; ALT: Alanine Amino Transferase; AP: Alkaline Phosphatase; GGT: Gamma-glutamyl Transferase; TC: Total Cholesterol; BUN: Blood Urea Nitrogen; CR: Creatinine; TP: Total Protein, TG: Triglyceride.
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Table 4. Farm-based correlations between total
aflatoxin intake and blood parameters.

Tablo 4. Toplam aflatoksin tiketimi ile kan
parametreleri arasindaki isletme bazli korelasyon.

Parameters

Total Aflatoxin Intake | AST | ALT AP GGT TC BUN CR P TG
Correlation

Coefficients
P 0,322| 0,398| 0,418| 0,27 0,405| 0,425| 0,324| 0,484| 0,385
N 20 20 20 20 20 20 20 20 20

AST: Aspartate Aminotransferase; ALT: Alanine Amino Transferase; AP: Alkaline
Phosphatase; GGT: Gamma-glutamyl Transferase; TC: Total Cholesterol; BUN: Blood
Urea Nitrogen; CR: Creatinine; TP: Total Protein, TG: Triglyceride.

0,110| 0,062| 0,050| -0,146| 0,057| 0,045|-0,109| 0,010 -0,070

DISCUSSION and CONCLUSION

Nutritional materials with available
carbohydrate and fat contents get moldy faster (22).
Because concentrated feeds have more available
carbohydrate and fat contents, they generally have
more aflatoxin than roughages.

The findings of the present study are in parallel
with the findings of similar previous studies (23-26)
showing that the concentrates, primarily commercial
compound feeds, had a higher proportion of
aflatoxin level compared to other feed materials. In
contrast with these findings, Polat (27) found higher
AFB1 the

concentrated feeds. However, the higher amount of

rates in roughages compared to
mycotoxins in roughages could have been based on
the tough climatic conditions of the area and/or
warehousing feeds contaminated with rainwater or
snow that were not well-dried after harvesting.

The term carry-over (CO) refers to the
passage of undesired compounds  from
contaminated feed into food of animal origin (28). It
is determined by the proportion of the daily amount
of consumed AFB1 to excreted AFM1 with daily milk
yield by many researchers (13,14,20). In a meta-
analysis of transition rates, Pettersson (29) found
that the CO rate of AFB: to milk was between 0.18-
3.24% before 1985 and 0.32-6.2% after. Similarly,
Polovinski-Horvatovic et al. (30) reported a CO level
from feed to milk ranging from 0.3 to 6.2%. Several
researchers reported that there was a linear
relationship between the amount of AFM1 in milk and
AFB;1 in feed consumed by dairy cattle (31). Similarly,
Karakaya and Atasever (32) reported a positive

correlation (+0.329) between the AFB: contents of

feed and the AFM level of milk. Even so, it was stated
that milk yield is the major factor affecting the AFM1
excretion. Thus, higher milk yield results in higher
AFM: excretion (8,14,15). Veldman et al. (13)
reported that 40 kg/d milk yielding cows show a
higher CO rate (3.8%) than lower yielding cows with
16 kg/d. Similarly, Britzi et al. (33) determined that
the average CO rate was 2.5% for under 35 kg/d milk
yielding cows in late lactation, while it was 5.4% for
over 35 kg/d milk yielding cows in mid-lactation. In
the present study, the mean milk yield of 100 cows
as all passed the peak lactation period was 19.9 kg/d,
and the measured carry-over rate was 2.66% (min.
1.56%, max: 3.26%). There was a linear relationship
between the consumed AFB: and the excreted AFM1
into milk (r%: 0,940).

A seasonal effect of aflatoxin M1 concentration
has been reported in some studies, in which it was
observed a higher concentration of AFM1 in cold
seasons than in hot seasons because farmers tend to
use higher amounts of compound feeds in winter
(34).

concentrated feeds in summer because they also

In other words, animals consume less
graze on pasture. In a previous study, Cecen (35)
showed that pasturing has an important effect on the
decrease of AFM1 in milk. In that study, 30 samples
from animals feeding with compound feeds in the
barn and 31 samples from pasturing animals were
investigated. It was found that only one milk sample
of pasturing animals had AFM1 (3.22%), while 23
samples from animals feeding in the barns (76.66%)
had AFMi. The present study was carried out in
summer, so it is likely that the AFM: data obtained
was affected by pasturing and the use of a lower
amount of concentrates in the rations. It was
determined that 0.0214 ppb AFM1 was formed in the
milk of cows consuming 15.987 pg/d of AFBi. In
accordance with this, it was determined that in order
not to exceed the 0.05 ppb statutory limit of AFM1 for
Turkey and the EU, animals should consume below
37.3 ug/d AFB1. These results are similar to the
findings of Veldman et al. (13) who reported that
daily consumption of AFB1 levels should be less than

40 pg so as not to exceed the maximum AFM1 limit.
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In the present study, no correlation was
observed between the total aflatoxin intake, the
activities of AST, ALT, AP and GGT, and the levels of
creatinine, cholesterol, triglycerides, total protein
and blood urea nitrogen. These results are similar to
indicating that the

parameters studied were also unaffected by aflatoxin

those of previous studies

intake (36,37). However, there were different results
for some of these parameters in some previous
studies (24,38). The reason for these differences is
likely due to the individually varying effects of
aflatoxin intake on blood parameters or the intensity
of the dose received, as well as whether there was
chronic or acute aflatoxin exposure.

As a result, the average carry-over rate of AFB:1
in feedstuffs to AFM1 in milk was measured as 2.66%
in the present study; therefore, it is concluded that
animals should consume AFB:1 below 37.3 mg/d so as
not to exceed the statutory AFM: limit of dairy cows

in Turkey.
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Oz: Bu calisma, Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii, Balik Hastaliklari Teshis Laboratuvari’na 2009-2014 yillari arasinda
hastalik teshis amaciyla kabul edilen yabani, ciftlik ve akvaryum baliklarinin bakteriyolojik identifikasyon sonuglarini ve izole
edilen bakteri tirlerinin antibiyotik duyarhlik profillerini retrospektif olarak degerlendirmek amaciyla gercgeklestirilmistir.
Bakterilerin identifikasyonunda konvansiyonel kiltiir galigmalarini takiben Vitek 2 otomatize sistemi kullaniimistir. Calismada
132 balik 6rnegi incelenmis ve 7’si Gokkusagi alabaliklarindan (4 Aeromonas sobria, 2 Yersinia ruckeri ve 1 Hafnia alvei), 4
Sazanlardan (2 A. sobria ve 2 A. salmonicida), 2'si Tatlisu Kefallerinden (1 A. sobria ve 1 H. alvei), 2’si Diskus baliklarindan (1
Citrobacter freundii ve 1 Pseudomonas aeruginosa), 1'i Levreklerden (Listonella anguillarum), 1’i Karadeniz alabaliklardan (P.
fluorescens), 1'i Mersin baliklarindan (L. anguillarum) ve 1’i Yunus baligindan (A. salmonicida) olmak lizere toplam 19 bakteri
tir diizeyinde identifiye edilmistir. Disk Diflizyon metodu ile izolatlarin 14 antibiyotige karsi in vitro duyarllik testi yapilmistir.
Kullanilan antibiyotikler icerisinde en yiiksek direng oranlarinin amoksisilin (%89.5), ampisilin (%82.3) ve eritromisin’e (%78.9),
karsi sekillendigi, en diisiik direng oraninin ise enrofloksasin’e (%5.3) karsi sekillendigi saptanmistir. Akvaryum baliklarindan
izole edilen iki izolatin en az 11 antibiyotige karsi diren¢ gosterdiginin saptanmasi dikkat c¢ekici bir bulgu olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, balik hastaliklarinin tedavisinde uygun antimikrobiyel ajanlarin segilmesinin énemini
ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnci, Balik, Retrospektif ¢calisma.

Antibiotic Resistance Profiles of Bacterial Pathogens Isolated from Various
Fish Species

Abstract: The present study was performed to evaluate retrospectively the bacteriological identification results from wild,
culture and aquarium fish admitted to the Fish Diseases Diagnostic Laboratory at the Veterinary Control Institute of Samsun
for disease diagnose from 2009 to 2014 as well as the antimicrobial susceptibility profile of isolated bacteria. Vitek 2
automated systems were used following bacterial identifications with conventional culture methods. In the study, 132
samples were analyzed and a total of 19 isolates were identified. Of the isolates, 7 were isolated from Rainbow trout (4
Aeromonas sobria, 2 Yersinia ruckeri and 1 Hafnia alvei), 4 from Common carp (2 A. sobria and 2 A. salmonicida), 2 from Chub
(1 A. sobria and 1 H. alvei), 2 from Discus fish (1 Citrobacter freundii and 1 Pseudomonas aeruginosa), 1 from Sea bass
(Listonella anguillarum), 1 from Black Sea trout (P. fluorescens), 1 from Sturgeon (L. anguillarum), and 1 from Dolphin (A.
salmonicida). The isolates were analyzed using 14 different antibiotics by Disc Diffusion method for in vitro susceptibility test.
Among the antibiotics used, the highest resistance rates were detected against amoxicillin (89.5%), ampicillin (82.3%) and
erythromycin (78.9%), while the lowest resistance rate was detected against enrofloxacin (5.3%). The remarkable finding of
the study was two aquarium fish originated isolates showed antibiotic resistance against at least 11 antimicrobials. The
present results showed the importance of choosing appropriate antimicrobial agents for treatment of fish diseases.

Keywords: Antibiotic resistance, Fish, Retrospective study.
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GiRiS

A

(1). Bilimsel ve teknolojik gelismelerin su drinleri

kuakultir en hizli biytyen hayvansal kokenli
gida Ureten sektor olmaya devam etmektedir
sektorline uyarlanmasi ile Ulkemiz su Grinleri
Uretiminde de hizli bir artis gértilmektedir (2) ve her
yil su Urlnleri yetistiriciligi ile saglanan Grin miktar
giderek artmaktadir. Nitekim 2011 ve 2012 vyil
verileri karsilastirildiginda toplam Uretim igerisinde
yetistiricilik yoluyla elde edilen uretimin yaklagik
%6’lik bir artisla %26.8'den %32.9’a yikseldigi
gorulmektedir (3,4). Su Urlnleri Gretiminde yasanan
hizlh  gelisim sirecini olumsuz yodnde etkileyen
faktorlerin basinda enfeksiy6z hastaliklar ile bunlarin
yol actigi saghk sorunlari ve ekonomik zararlar yer
almaktadir. Akvaryum balik¢iliginda da benzer durum
s6z konusudur. Ozellikle baliklarin ¢ogunun ithal
edilmesi ve cevre kirliliginin artmasi gibi nedenler,
tlkemizde gerek kiltiir gerekse akvaryum baliklari
arasinda tehlikeli enfeksiyonlarin ¢ikma olasiligini
arttirmaktadir (5).

Tirkiye'de kultlr, akvaryum ve doga baliklarda

goriilen bakteriyel hastaliklar genellikle Aeromonas

sp., Yersinia  ruckeri, Lactococcus garvieae,
Flavobacterium psychrophilum, Vibrio sp.,
Photobacterium damsela subsp damsela,

Pseudomonas sp., tirlerinden kaynaklanmaktadir (6-
14).

GUnUmuzde, balklarin  farkli  bakteriyel

hastaliklara karsi korunmasinda kemoterapetik
ajanlarin kullanimi ve asilama uygulamalari siklikla
basvurulan yontemlerdir. Ancak bu yontemler saglikh
intestinal mikrofloranin profilini degistirebilmekte ve
baliklarda strese neden olmaktadir. ilaglarin asiri
kullanimi immunsupresyon, nefrotoksitite, blylime
geriligi, antibakteriyel diren¢ kazanimi, c¢evresel
problemler ve balik dokusunda kalinti gibi bir ¢ok
tehlikeli

sonucu da beraberinde getirmektedir

(15,16,17). Bununla birlikte su aranleri
yetistiriciliginde antimikrobiyal ajanlarin kullanimi
balik patojenlerinden ve diger akuvatik bakterilerden
kazanilmis tipte antimikrobiyal direng gelisimine
neden olmasi sebebiyle halk sagligl acisindan da bir
risk olusturmaktadir. Akuvatik ortamda bulunan
direncli bakteriler direng genleri icin rezervuar olarak
gbrev yapabilir ve bu genleri insan patojenlerine
yayabilirler. Bu durum akuvatik cevreden insanlara
horizontal gen transferi ile antimikrobiyal direncin
indirekt yayillmasi olarak gosterilmektedir. Ayrica,
bazi akuvatik bakteriler (6rnegin, bazi Vibrio tirleri)
insan patojenleri olarak kabul edilmekle birlikte,
diger bakteriyel turler insanlarda firsatgl patojenler
insanlarda  bu

olabilmektedirler. gruptaki

antimikrobiyal ajanlara karsi direngli bakteriler
tarafindan olusturulan enfeksiyonlar antimikrobiyal
direncin akuvatik cevreden direkt yayilmasi olarak
gosterilmektedir (18).

Hastaliklarin 6nlenmesi ve kontrol igin en etkin
stratejilerden biri ulusal hastalik izleme ve bildirim
sistemlerinin kurulmasidir. Bu baglamda yapilacak
epidemiyolojik ¢alismalar blyik 6nem tasimaktadir.
Bu calisma ile Samsun Veteriner Kontrol Enstitisu,
Balik Hastaliklari Teshis Laboratuvarinda 2009-2014
yillari arasinda identifiye edilen bakteriyel balik
patojenlerinin ve antibiyotik duyarllik profillerinin

retrospektif olarak degerlendirilmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Calismanin materyal kismini Samsun Veteriner

Kontrol  Enstitlisti, Balk Hastaliklari  Teshis

Laboratuvarina 2009-2014 vyillari arasinda hastalik
teshis amaciyla kabul edilen farkl tirdeki (72
Gokkusagi alabaligl, 9 Karadeniz alabaligi, 18 Sazan, 3
Mersin balgi, 15 Levrek, 10 Tatlisu kefali, 4 Diskus
baligi, 1 132 balik 6rnegi

Yunus) toplam
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olusturmustur. Orneklerin mikrobiyolojik analizi

klasik kaltir metotlari ve otomatize sistemler

kullanilarak yapilimistir.

Bakteriyel izolasyon ve identifikasyon

Bakteriyel izolasyon igin balik 6rneklerinin viicut
yuzeyi %70’lik etil alkolle silindikten sonra aseptik bir
sekilde i¢ organlarindan (karaciger, dalak ve bébrek)
ve varsa vlcut ylzeyindeki lezyonlu bolgelerden
Tripticase soy agar, Brain Heart Infusion (BHI) agar,
Thiosulfate Citrate Bile Sucrose agar, McConkey agar
(Oxoid, ingiltere) ve Shotts-Waltman agar’a ekimleri
yapilip besiyerleri 22 °C'de 24-72 saat inkubasyona
birakilmistir. Deniz baliklarindan bakteriyel izolasyon
icin besi yerlerine % 1.5 NaCl ilave edilmistir (19,20).

Bakterilerin identifikasyonunda konvansiyonel
kiltar g¢ahsmalarini takiben Vitek 2 (bio-Merieux,
Fransa) otomatize sistemi kullaniimistir. Bakteriyel
identifikasyon Gram boyama, hareket muayenesi,
oksidaz ve katalaz testleri, Vibriostat ajan (0/129)
duyarhhk

testi, orto-nitrofenil-beta-galaktosidaz

testlerini  takiben glikoz fermantasyon, gaz

olusturma, laktoz ~ fermantasyon, mannitol

fermantasyon, (re hidroliz, oksidasyon, arjinin
dihidrolaz, lizin dekarboksilaz, ornitin dekarboksilaz,
nitrat rediksiyon, Voges-Proskauer, metil red, indol
ve jelatin hidrolaz testlerinin degerlendirilmesiyle

yapilmistir (20,21).

Antibiyotik Duyarlilik Testi

izolatlarin antibiyotiklere olan duyarliliklarinin
belirlenmesinde disk difflizyon yontemi kullaniimistir
(22). izolatlarin amoksisilin (10 pg), ampisilin (10 pg),
enrofloksasin (5 pg), eritromisin (15 ug), florfenikol
(30 pg), kanamisin (30 pg), neomisin (30 ug),
(30 ug),
(75 ug),

trimetoprim+sulfametoksazol

oksitetrasiklin oksolinik asit

(2 ug),

(5 ug)
(Oxoid,

sefoperazon trimetoprim

(25  pg)

ingiltere), flumekuin (30 pg) ve gentamisin (10 pg)

(Bioanalyse, Turkiye) olmak Gzere 14 farkl

antibiyotige karsi direng profilleri belirlendi. Bu

amagla her bir bakteri BHI agarda 22 °C’'de 24-48 saat
inkubasyona birakilarak subkdltire edilmistir. Elde
edilen  bakteri  subkiltirleri  McFarland 0.5
standardina gore hazirlanmis ve suispansiyonlarinin
her birinden 0.1 ml alinarak Mdueller-Hinton agara
yayma tarzinda ekimleri yapilmistir. Daha sonra ekim
yapilan petrilere antibiyotik diskleri yerlestirilerek 22
°C'de 24-48

saat inkubasyona

diskler

birakilmistir.

inkubasyon  sonrasi etrafinda  olusan
inhibisyon zon caplari 6l¢ilmus, sonuglar referans

degerlerle karsilastirilmistir (23).

BULGULAR

Calismada 132 balik 6rnegi incelenmis ve 7’si
Gokkusagi alabaliklarindan (4 A. sobria, 2 Y. ruckeri ve
1 H. alvei), 40 sazanlardan (2 A. sobria ve 2 A.
salmonicida), 2’si tatlisu kefallerinden (1 A. sobria ve
1 H. alvei), 2’si Diskus baliklarindan (1 C. freundii ve 1
P. aeruginosa), 1'i levreklerden (L. anguillarum), 1’i
Karadeniz alabaliklardan (P. fluorescens), 1’'i Mersin
baliklarindan (L. anguillarum) ve 1’i Yunus baligindan
(A. salmonicida) olmak lizere toplam 19 bakteri tir
diizeyinde identifiye edilmistir. identifiye edilen
bakteriler, konakgi dagilimlari ve antibiyotik direng
profillerine ait bilgiler Tablo 1’de sunulmustur. Bu
turlerden 14’0 yetistiriciligi yapilan tirlerden (grup 1-
14), 3'G dogadaki vahsi baliklardan (grup 15-17) ve
2’si akvaryum baliklarindan (grup 18, 19) elde
edilmistir. izole edilen bakteri tiirlerinin ¢alismada
kullanilan antibiyotiklere karsi degisik oranda direng
profillerine sahip olduklari belirlenmistir. En yiksek
direng oranlarinin %89.5 ile amoksisilin’e, %82.3 ile
ampisilin ve %78.9 ile eritromisin’e, karsi sekillendigi,
en dusik direng oraninin ise %5.3 ile enrofloksasin’e,
takiben %10.5 ile florfenikol, gentamisin, kanamisin
ve neomisin’e karsi sekillendigi gorulmustir.
izolatlara karsi orta diizeyde direnc¢ saptanamamistir

(Tablo 2).
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Tablo 1. Calismada identifiye edilen bakteriyel tirler, izolasyon yillari, konakgi dagilimlari ve antibiyotik direng profilleri.

Table 1. Bacterial strains identified in the study, isolation years, host ranges and antibiotic resistance profiles.

Balik Tiirii Yer izolasyon izole Edilen
Direngli Bulunan Antibiyotikler Duyarli Bulunan Antibiyotikler
Yil Bakteri
1 Levrek Samsun 2009 L. anguillarum E, AMP, AML CN, CFP, K, FLM, W, OT, N, OA, ENR, SXT, FFC
2 Sazan Samsun 2011 A. sobria E, AMP, AML CN, CFP, K, FLM, W, OT, N, OA, ENR, SXT, FFC
3 Sazan Samsun 2011 A. sobria E, AMP, AML, SXT CN, CFP, K, FLM, W, OT, N, OA, ENR, FFC
4 Sazan Samsun 2011 A. salmonicida AML, SXT CN, CFP, K, FLM, W, E, AMP, OT, N, OA, ENR, FFC
5 Mersin Baligi Amasya 2012 L. anguillarum AMP, AML CN, CFP, K, FLM, W, E, OT, N, OA, ENR, SXT, FFC
6 Alabalik Giresun 2012 H. alvei E, AMP, AML CN, CFP, K, FLM, W, OT, N, OA, ENR, SXT, FFC
7 Alabalik Amasya 2012 A. sobria CN, CFP, W, AMP, AML, OT, OA K, FLM, E, N, ENR, SXT, FFC
8 Alabalik Samsun 2013 Y. ruckeri E CN, CFP, K, FLM, W, AMP, AML, OT, N, OA, ENR, SXT, FFC
9 Alabalik Samsun 2013 Y. ruckeri E, SXT CN, CFP, K, FLM, W, AMP, AML, OT, N, OA, ENR, FFC
10 Alabalk Rize 2013 A. sobria E, AMP, AML CN, CFP, K, FLM, W, OT, N, OA, ENR, SXT, FFC
11 Sazan Samsun 2013 A. salmonicida E, AMP, AML CN, CFP, K, FLM, W, OT, N, OA, ENR, SXT, FFC
12 Karadeniz Alabaligi  Sivas 2014 P. fluorescens FLM, W, E, AMP, AML, SXT, FFC CN, CFP, K, OT, N, OA, ENR,
13 Alabalik Sivas 2014 A. sobria E, AMP, AML, OT, N, SXT CN, CFP, K, FLM, W, OA, ENR, FFC
14 Alabalik Sivas 2014 A. sobria AML CN, CFP, K, FLM, W, E, AMP, OT, N, OA, ENR, SXT, FFC
15 Tatlhsu Kefali Ordu 2012 H. alvei CFP, K, E, AMP, AML CN, FLM, W, OT, N, OA, ENR, SXT, FFC
16 Tathsu Kefali Giresun 2012 A. sobria W, E, AML CN, CFP, K, FLM, AMP, OT, N, OA, ENR, SXT, FFC
17 Yunus Samsun 2012 A. salmonicida CFP, E, AMP, AML CN, K, FLM, W, OT, N, OA, ENR, SXT, FFC
18 Diskus Samsun 2012 C. freundii CN, CFP, FLM, W, E, AMP, AML, OT, OA, SXT, FFC K, N, ENR,
19 Diskus Samsun 2012 P. aeruginosa K, FLM, W, E, AML, N, OA, ENR, AMP, SXT CN, CFP, OT, FFC

AML: Amoksisilin (10pug), AMP: Ampisilin (10ug), CFP: Sefoperazon (75ug), CN: Gentamisin (10ug), E: Eritromisin (15ug), ENR: Enrofloksasin (5ug), FFC: Florfenikol (30ug), FLM: FI

(30pg), SXT: Trimetoprim:

| (25pg), W: Tri

im (5pg).

kuin (30pg), K: K isin (30pg), N: isin (30pg), OA: Oksolinik asit (2pug), OT: Oksitetrasiklin
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Tablo 2. izolatlarin antibiyotik direng oranlari.
Table 2. Antibiotic resistance rates of isolates.

izole Edilen A. sobria A. salmonicida C. freundii  H. alvei L. anguillarum P. fluorescens P. aeruginosa Y. ruckeri  Toplam
Bakteriler (n=7) (n=3) (n=1) (n=2) (n=2) (n=1) (n=1) (n=2) (n=19)
Antibiyotik S R S R S R S R S R S R S R S R R (%)
Amoksisilin - 7 - 3 - 1 - 2 - 2 - 1 - 1 2 - 17(89.5)
Ampisilin 2 5 1 2 - 1 - 2 - 2 - 1 - 1 2 - 14 (82.3)
Enrofloksasin 7 - 3 - 1 - 2 - 2 - 1 - - 1 2 - 1(5.3)
Eritromisin 2 5 1 2 - 1 - 2 1 1 - 1 - 1 - 2 15 (78.9)
Florfenikol 7 - 3 - - 1 2 - 2 - - 1 1 - 2 - 2 (10.5)
Flumequin 7 - 3 - - 1 2 - 2 - - 1 - 1 p - 3(15.8)
Gentamisin 6 1 3 - - 1 2 - 2 - 1 - 1 - 2 - 2 (10.5)
Kanamisin 7 - 3 - 1 - 1 1 2 - 1 - - 1 2 - 2 (10.5)
Neomisin 6 1 3 - 1 - 2 - 2 - 1 - - 1 2 - 2 (10.5)
Oksitetrasiklin 5 2 3 - - 1 2 - 2 - 1 - 1 - 2 - 3(15.8)
Oksolinik asit 6 1 3 - - 1 2 - 2 - 1 - - 1 2 - 3(15.8)
Sefoperazon 6 1 2 1 - 1 1 1 2 - 1 - 1 - 2 - 4(21)
Trimetoprim 5 2 3 - - 1 2 - 2 - - 1 - 1 2 - 5(26.3)
Trimetoprim-sulfametoksazol 5 2 2 1 - 1 2 - 2 - - 1 - 1 1 1 7 (36.8)

160



Cesitli Balik Tiirlerind...

Onuk ve ark.

TARTISMA ve SONUC

Su drinleri yetistiriciligi yoluyla besin Uretimi

diinyada en hizlh buylyen gida (reten sektor
olmasina ragmen, hastaliklar dinyanin birgok
bolgesinde sektoriin  bliyiimesini  birincil olarak

sinirlamakta ve Ulkelerin hem ekonomik hem de
sosyo-ekonomik gelisimini ciddi sekilde
engellemektedir (1,24). Patojen etkenlerin cografik
dagihm ve konakgi araliginin hizli bir sekilde degisim
gostermesi, potansiyel tehlikelere karsi hizh bir
sekilde yanit verilmesi veya gelecekteki epizootilerin
engellemesinde hastaliklarin izlenmesinin 6énemini
gostermektedir.
Ulkemizde kiiltiir baliklarinin tiirlere gére
incelendiginde en yiksek vyetistiriciligi

balk

dagilimi

yapilan tirlinin, toplam su drdnleri
yetistiriciliginin  %52.4’Un0 olusturan, i¢ sulardaki
alabalik oldugu goérilmektedir, Bunu % 30.8 ile
levrek, %14.5 ile cipura takip etmektedir. Alabalik
(deniz) ve aynali sazan (i¢ su) liretimleri de digerlerini

(3).

gorilen hastalik etkenlerinin blyik bir bélima de bu

takip etmektedir Yetistiricilik sistemlerinde

tirler  Uzerinde  saptanmaktadir.  Yetistiricilik
sistemlerinden identifiye edilen bakteriyel etkenlerin
konake¢i dagihmi incelendiginde bu tirlerin Mersin
balig harig baslica yetistiriciligi yapilan tiirlerden elde
edildigi gorulmektedir. Alabalik (A. sobria, Y. ruckeri,
P. fluorescens ve H. alvei), sazan (A. sobria ve A.
salmonicida) ve levreklerden (L. anguillarum) izole

edilen bakteri tirlerinin, genellikle en sik bildirimi

yapilan hastalik etkenleri arasinda vyer aldigi
gorilmektedir (9-11,14,25,26). Geng Rus Mersin
baliklarinda  (Acipencer gueldenstaedtii) daha

o6nceden A. hydrophila’nin tek basina veya F. hydatis
ile karma enfeksiyon seklinde bakteriyel hemorajik
septisemi olusturdugu bildirilmistir (27). Ancak
Tirkiye’de Mersin baliklarindan L. anguillarum’un

elde edildigine dair bir bulguya rastlanilmamistir.

Ciftlik baliklari ile yabani balik populasyonlari

arasinda patojen  mikroorganizma  transferi

kaginilmazdir. Ciftliklerdeki yuksek stok yogunlugu
enfeksiyonlarin hizl bir sekilde bulagmasina ve klinik
neden  olmaktadir.

hastaliklarin ~ goriilmesine

Patojenler su yoluyla ciftlik icerisinde ve ciftlikler

arasindaki kafesler veya havuzlarda
yayilabilmektedirler.  Dolayisiyla, su  drUnleri
yetistiriciligi yeni patojenlerin ortaya c¢ikmasi,

yerlesmesi ve bulasmasi igin uygun bir ortam
saglamaktadir (28). Calismamizda dogadaki yabani
kefallerden A. sobria ve H. alvei ve yunus baligindan
ise A. salmonicida izole edilmistir. Yabani balk
bu

ekonomik 6neme sahip kiltur baliklari i¢in potansiyel

populasyonlarindan izole edilen izolatlarin

bir enfeksiyon kaynagi olabilecegi diisiinilmektedir.

Akvaryum baliklarinda zoonotik potansiyele
sahip bakteri tdrleri  bulunmaktadir. Yapilan
calismalarda tilkemizde lepistes ve Japon balgi gibi
bahk

Aeromonas spp. ve Mycobacterium spp. gibi zoonoz

ornamental tirlerinde P.  fluorescens,
oneme sahip bakterilerin izole edildikleri bildirilmistir
(7,8,29). Bu ¢alismada Diskus baliklarindan C. freundii
ve P. aeruginosa gibi hem insanlarda hem de
baliklarda enfeksiyona yol agan bakteriyel tirler
identifiye edilmistir.

Su Urlnleri vyetistiriciliginde antimikrobiyal
ajanlarin yogun kullanimi ilag direngli bakterileri,
transfer edilebilen direng genleri tasiyan balik
patojenleri ve akuvatik ¢evredeki diger bakterileri
iceren rezervuarlarinin olusturulmasinda segici bir
baski saglamaktadir. Bu rezervuarlardan, direng
genleri horizontal gen transferi yoluyla yayilarak
insan patojenlerine ulasabilir veya akuvatik cevredeki
ilag direncli patojenler direkt olarak insanlara
ulasabilmektedir. Horizontal gen transferi akuvatik
cevrede, besin zincirinde veya insanlarin intestinal
kanalinda gerceklesebilir. Su tirtinleri yetistiriciliginde
ajanlar

yaygin olarak kullanilan antimikrobiyal
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arasindan bazilari Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
kritik olarak

bu

insanlarda kullanimi onemli

siniflandirilmistir. insan patojenlerinde
antimikrobiyal ajanlara direncin varligi meydana
gelecek enfeksiyonlarda tedavi segeneklerini ciddi
olarak sinirlamaktadir (18). Dolayisiyla antibakteriyel
direngliligin ve yogun antibakteriyel ila¢ kullaniminin
izlenmesi hayati 6nem tagimaktadir.

Calismada  kullanilan  antibiyotik  diskleri
icerisinde en yiksek direng oraninin amoksisilin’e
(%89.5) karsi sekillendigi, en dusik direng oraninin
ise  enrofloksasin’e  (%5.3) karsi  sekillendigi
saptanmustir. ikisi hari¢ (8 ve 14 numaral izolatlar)
izolatlarin tamaminin iki veya daha fazla sayida
¢oklu ilag direnci

antibiyotige karsi gosterdigi

saptanmistir.  Yapilan ¢alismalarda yetistiricilik
sistemlerinden elde edilen izolatlarda farkli derecede
antibiyotik direnglilikleri bildirilmistir. Aksit ve Kum
(30) Gokkusagi alabaliklarindan izole ettikleri A.
salmonicida, Y. ruckeri ve L. anguillarum izolatlarinin
enrofloksasin ve florfenikol’e karsi %80'nin lizerinde
duyarh olduklarini  bildirmislerdir. Calismamizda
kiltar baliklarindan izole edilen tim etkenlerinin
enrofloksasin’e karsi %100, florfenikol’e karsi ise
%92.8 oraninda duyarh oldugu saptanmistir. Bir
baska calismada Korun ve Toprak (31) gokkusagi
alabaliklarinin barsagindan izole ettikleri hareketli
Aeromonas etkenlerinin tamaminin (A. hydrophila, A.
caviae, A. sobria) ampisillin’e karsi direngli oldugunu
bildirmislerdir. Gokkusagi alabaliklarindan izole
edilen 36 A. sobria izolatinin antimikrobiyel direng
profillerinin degerlendirildigi baska bir ¢calismada da
%60'In Uzerinde izolatin ampisilin’e karsi direngli
oldugu, izolatlarinin %97.2’sinin oksolonik asit'e
%91.7’sinin florfenikol’e duyarli oldugu saptanmistir
(32). Bu calismada alabaliklardan izole edilen A.
sobria (n=4) izolatlarindan 14 numaral izolat harig
hepsi ampisilin’e karsi direngli bulunmustur. A. sobria

izolatlarinin oksolonik asit ve florfenikol’e karsi

siraslyla %75 ve %100 oraninda yiksek dizeyde

duyarh olduklarinin belirlenmesi Ciftci ve ark., (32)'in

sonuglariyla  uyum  saglamaktadir.  Tirkiye'de
Karadeniz, Akdeniz, Ege ve Orta Anadolu
bolgelerinde  vyetistiriciligi  yapilan  Gokkusagi

alabaliklardan izole edilmis 97 Y. ruckeri izolatinin
antimikrobiyel direng profillerinin degerlendirildigi
¢alismada Onuk ve ark. (10) izolatlarin 52’sinin
eritromisin’e, 42’sinin neomisin’e karsi direngli
oldugunu, izolatlarin %75.3’linlin ise amoksisilin,
ampisilin, enrofloksasin, oksitetrasiklin ve
trimetoprim’e karsi duyarli olduklarini bildirmislerdir.
Calismamizda benzer sonuglar elde edilmekle birlikte
neomisin’e karsi direng saptanamamistir. Ayrica
akvaryum baliklarindan izole edilen iki izolatin en az
11 antibiyotige karsi direng gosterdiginin saptanmasi
calismada elde edilen dikkat ¢ekici bir bulgu olarak
degerlendirilmistir.

Ege bolgesi ve gevresinden saglanmis olan doga

ve kaltir bahg izolatlari Gzerinde yapilan bir
calismada, kdltir balklarindan izole edilen
bakterilerin doga baliklarindan izole edilen

bakterilere oranla antibiyotiklere daha direngli
olduklari belirlenmis ve bunun muhtemel sebebi
kaltir balkegiigi sektorindeki asiri ya da yanlis
antibiyotik uygulamalari oldugu bildirilmistir (9).
Ancak bu calismada doga ve kiltir baligi izolatlarinin
antimikrobiyel direng profilleri arasinda Avsever ve
ark. (9)’un bildirdigi gibi kesin bir sinir gizilmemistir.
Doga baligi izolatlarinin tamaminin amoksisilin ve
eritromisin’e karsi direngli oldugu, kaltir balg
izolatlarinin ise bu iki antibiyotige karsi sirasiyla
%85.7 ve %71.4 oraninda direngli oldugu
saptanmistir.

Sonug olarak, calismada kiltlird yapilan balik
tirlerinden izole edilen A. salmonicida, A. sobria, H.
alvei, L. anguillarum, P. fluorescens ve Y. ruckeri gibi
patojen bakterilerde ¢oklu ilag direncinin yiiksek

oranda saptanmasi balik hastaliklarinin tedavisinde
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uygun antimikrobiyel ajanlarin segilmesinin 6nemini
ortaya koymaktadir. Ozellikle akvaryum balig kékenli
izolatlarin (18 ve 19 nolu) yuksek dizeyde c¢oklu
direng profiline sahip olmalari, insanlarda olasi
hastaliklarin tedavi siirecinde giigliikler yasanmasina
neden olabilecegini disindirmektedir. Coklu ilag

direncine  sahip  bakterilerin neden oldugu

enfeksiyonlarin sayisinin en aza indirilmesi igin tedavi
bakteriyolojik taniya dayandiriimalidir. Ayrica su

Urunleri  yetistiriciliginde  antibiyotik  direngli

bakterilerin yayilmasinin engellenmesi igin asir ve
bilingsiz antibiyotik kullaniminin yasal sinirlamalar ve

dizenli kontrollerle dnline gegilmelidir.
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Oz: Bu calisma, Sarikamis ilgesinde biiylikbas hayvan vyetistirici bilgilerine dayanarak isletme yapilari, hayvanlarin
beslenmesinde kullanilan yem cesitleri, miktarlari, analizleri ve hayvan besleme aliskanliklarini belirlemek amaciyla
yapilmistir. Anket ¢alismasi Sarikamig’'ta bulunan 68 isletmede yapilmistir. isletmelerin %77.94’G biyik (11 ve Uzeri),
%14.7’si (6-10 bas) orta isletmelerden olusurken, %7.35i kuguk (1-5 bas) isletmelerden olusmaktadir. Kesif yem olarak,
fabrika yemi kullanan isletmeler (%79.41), bugday-arpadan olusan karisgimi satin alanlar (%2.90) ve kendi Urettigi
hammadde yemi kullananlar (%17.64) tespit edilmistir. Yem 6rneklerinde kuru madde (KM), ham protein (HP), ham kil
(HK), ve ham yag (HY) analizleri Weende analiz sistemine gore ve ham seliiloz (HS) analizleri ise Crampton ve Maynard
metoduna gore yapilmistir. Fig, korunga ve yonca otunda sirasiyla KM %93.4, 92.3 ve 94.7, HP %16.7, 19 ve 19.5, HY %5.4,
3.8 ve 2.2, HK %10.8, 6.4 ve 5.1, HS %22, 26.30 ve 25.1 ve ME 2525.42, 2372.16 ve 2414.93 kcal/kg olarak bulunmustur.
Sonug olarak, ilge ve bolgedeki yetistiricilerin, hayvan beslemeye iliskin teknik bilgi ve bilinglerinin artirilmasi saglanmalidir.

Anahtar Kelimeler: Besin maddesi, Hayvan besleme, Kaba yem, Sarikamis, Yem bitkisi.

The Evaluation of Feeding Status of Large Animals Based on Farmers
Knowledge in Sarikamis Region

Abstract: This study was aimed to determine the structural characteristics of enterprises, the usage of feed types,
quantities and their analyses, and animal feeding habits based on the knowledge obtained from large ruminant breeders in
Sarikamis district. The survey was conducted in 68 enterprises; of them 77.94% were considered to be large, 14.7% to be
medium, and 7.35% to be small farms. It was determined that the 79.42% of farms have been buying manufactured
(concentrated) feeds, 2.90% of them have been utilizing the mixture of wheat and barley while 17.64% of the farms have
been using the feeds produced by themselves. Dry matter (DM), crude protein (CP), ether extracts (EE) and ash levels in
feed samples were determined by Weende Analysis methods while crude fibre (CF) quantities were determined by
Crampton and Maynard’s method. Wetch, sainfoin and alfalfa had 93.4, 92.3 and 94.7% DM, 16.7, 19 and 19.5% CP, 5.4, 3.8
and 2.2% EE, 10.8, 6.4 and 5.1% ash, 22, 26.30 and 25.1% CF and 2525.42, 2372.16 and 2414.93 kcal/kg ME contents,
respectively. In conclusion, the knowledge and awareness of the breeders about technical animal nutrition should be
enhanced in the district and region.

Keywords: Animal nutrition, Feed sources, Forage, Nutrients, Sarikamis.
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GIiRiS

5

gecim kaynagidir. Hayvanlarin yasamlarini devam

Ikemizde hayvan yetistiriciligi gegcmiste oldugu
gibi ginimiizde de bilytuk ugras alani ve
onlardan istenen verimin

ettirebilmeleri ve

alinabilmesi icin ihtiyaglari olan ¢esitli besin
maddeleriyle beslenmeleri gerekmektedir (1). Dogal
cayir ve meralarimiz, yillardir yapilan erken ve yogun
otlatmalar nedeni ile kalitesiz hale gelmistir. Kaliteli
kaba yem tarimi da yetersizdir. Tlrkiye yaklasik 14.2
milyon biyiik bas hayvan birimi varligina sahiptir (2).
payi

gereksinimlerini kaba yemlerle karsilamak icin yilda

Bunlarin sadece yasama besin madde
ortalama 57 milyon ton kaliteli kaba yem ihtiyaci
bulunmasina ragmen (lkemizin kaliteli kaba yem
Uretimi ise 33 milyon ton diizeyinde kalmaktadir (3).
yapan

hayvanlardan istenilen verimin elde edilmesi igin

Hayvansal Uretim isletmelerde
uygun rasyonla beslenmeleri gerekmektedir. Kaliteli
kaba yem ve karma yem kullanilmasi ve hayvanlarin
bulundugu cevresel kosullarin duzeltilmesi
hayvancilik verimi icin temel sartlarindan biridir.
isletmelerde yeme bagl harcamalar toplam isletme
giderlerinin %60-70’ini olusturmaktadir. Bu yiizden
konusunda ekonomik

yemleme yapilacak

dizenlemeler vyeni, ucuz ve kaliteli yem
kaynaklarinin arastirilip, gelistiriimesi hayvanciligin
gelecegi acisindan ¢ok 6nemlidir (4,5).

Kars ve yoresi ruminant beslenmede 6nemli
olan cayir-mera varligi bakimindan diger bolgelere
gore zengindir. Cayir ve mera bitkileri kaba yemlerin
basinda gelmektedir. Bunlar hayvanlarin otlatilmasi
ya da bicilmis olarak kis yemlemesi igin kurutulmasi

seklinde kullanilir. Bolge hayvanciliginin en énemli

problemleri dusik kaliteli yem kaynaklari ve
bunlarin hayvan beslemede kullaniimasidir (6-9).
Kars ili, Tlrkiye’de var olan sigir miktarinin

%3.2’sine ve arazisinin %39.2 gibi bir kismi olan
cayir-mera alanlarindan olusmaktadir. Ayrica toplam
aktif nufusun ortalama %68.2'si gibi buyik bir

boliminin tarim ve hayvancilikta ugrasmakta

olmasi bolgenin hayvancilik agisindan 6nemli bir
potansiyele sahip oldugunu géstermektedir (10).
Kars’ta, kullanilan arazi ve {retilen Urin
dizeyinin disiik olmasi ve yiksek oranda cayir ve
meranin olmasi, ilin bitkisel Giretime gére hayvancilik
icin uygun oldugunu gostermektedir. Meralarin
kapasiteleri dahilinde otlatilmamasi, yem bitkileri
tariminin yayginlasmamasi, kurutma ve depolama
ilgili
olmamasindan dolayl kaba yem acigi sorunu ortaya

kosullar1 ile ciftcinin ~ yeterli  bilgisinin

¢ikmaktadir. Bolgede hayvanlar yazin meraya

¢ikarilmakta,
verilmektedir (10).

Bu calisma Sarikamis yoresinde blylk bas

kisin ise kaba yem olarak saman

hayvan vyetistirici bilgilerine dayanarak hayvanlarin
beslenmesinde kullanilan yem cesitleri, miktarlari ve
hayvan besleme aliskanliklarini belirlemek amaciyla

yapimistir.
MATERYAL ve METOT

Arastirmanin  materyali, Kars ili Sarikamis

ilcesinde 68 sigir isletmesinde Eyliil-Nisan aylari
arasinda uygulanan anket calismasi ile elde edilen

verilerden olusmustur. Arastirma alani olarak,

Sartkamis ilgesinin  sinirlari  igerisindeki koyler

belirlenmistir. Sarikamis Gida Tarim ve Hayvancilik

ilce Madarlaga kayitlarindan isletmeler
belirlendikten sonra, ilceye bagh koylerdeki
yetistiricilerle yliz ylze gorisilerek, anket

formundaki sorulara alinan yanitlar kaydedilmistir.

Toplanan verilerin  dokimd yapildiktan sonra

isletmeler blyuklugline gore 1-5 bas (klgilk), 6-10
bas (orta) ve 11 bas ve lzeri (blylk) olmak lzere 3
gruba ayrilmistir. Ayrica ilgenin yem bitkilerine
ornek olusturacagi planlanarak alinan fig, korunga,
yonca kuru ot 6rnekleri laboratuvar ortaminda besin
degeri analizleri yapilmistir.

Kafkas Universitesi Yem Bitkileri Analiz
uygun

ogutilerek yemler

Laboratuvarinda kosullarda  kurutulup

analize hazirlanmistir.  Yem
(KM-934.01),

protein (HP-954.01), ham yag (HY-920.39), Ham kdl

maddelerinin kuru madde ham

166



Sarikamig Yéresinde Biiydl...

Akman ve Yalginkaya

(HK-942.05) Weende analiz sistemine (11) gére, ham
seliiloz (HS) dizeyleri Crampton ve Maynard (12)
gore belirlenmistir. Metabolik Enerji
MEHS, kcal/kg KM = 3309.5 — 35.64 x HS formuli

kullanilarak hesaplanmistir.

duzeyleri;

istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler, Ozet istatistik seklinde

sunulmustur. Herhangi bir analiz yapilmamistir.

BULGULAR
isletme Biiylikliigii

Secilen koylerden 68 isletmede yapilan anket
sonuglarina goére isletmelerin 53 tanesi (%77.94)
10 (%14.7)

isletmelerden olusurken, 5 tanesi (%7.35) kigik

blyik isletmelerden, tanesi orta

isletmelerden olusmaktadir. Sarikamis ilgesindeki

hayvancilik isletmelerinin blyUukligli ve dagilimi

Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Sarikamis’ta biyukbas
isletmelerinin buydklagu ve dagilimi.
Table 1. Size and distribution of large ruminant
farms in Sarikamis.

hayvancilik

isletme Biyiklugi isletme Sayisi %
Kugulk (1-5 Buyukbas) 5 7.35
Orta (6-10 Buytikbas) 10 14.7
Biyiik (11 ve tizeri) 53 77.94

isletmelerde Kullanilan Bazi Yem Ornekleri ve Analizleri

ilcedeki kdy isletmelerinde yogun yem olarak
besi yemi, kepek, bugday-arpa kirgi, kaba yem
olarak kuru ot (fig, korunga, yonca), saman ve kes
(kiytlmis  cayir otu) gibi yemler kullanilmaktadir.
ilcede hayvanlar vyil icerisinde ortalama 6-7 ay
kalmakta,

merada 5-6 ay ahirda arpa-bugday

kirmasi, saman, kuru ot ve fabrika yemi ile
beslenmektedir.

Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan
Besleme ve Beslenme Hastaliklari Anabilim Dali
Laboratuvarinda yapilan bolgedeki koyden alinmis
ve grubu temsil edecegi distnilen fig, korunga,

yonca gibi bazi kaba yem 6rneklerinde KM, HP, HY,

HK, analiz Tablo 2’de

gosterilmistir.

HS ve ME sonuglari

Tablo 2. Yem bitkilerinin kimyasal analiz sonuglari.
Table 2. Chemical composition of feedstuffs.

Yem KM HP (%) HY HK(%) HS(%) ME (Kcal/kg
bitkileri (%) (%) KM)
Fig 93.40 1670 540 10.80 22.00  2525.42
Korunga 92.30 19.00 3.80 6.40 2630  2372.16
Yonca 9470 19.50 220 510 2510  2414.93

KM: Kuru Madde, HP: Ham Protein, HY: Ham Yag, HS: Ham Seliloz, ME: Metabolik
Enerji

isletme Disindan Temin Edilen Yemler

isletme sahiplerinden 64’ (%79.41) fabrika
yemi, 2’si (%2.90) ise arpa, bugday gibi tane yem
12’si (%17.64)

disaridan alinan fabrika ya da hammadde yemi

hammaddelerini satin alirken

kullanmamaktadir. Konsantre yem orani, sagilan

hayvan sayisi ve siit verimi ortalamalari miktarlari

Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. Konsantre yem orani, sagilan hayvan sayisi
ve sit verimi ortalamalari.

Table 3. Percentages of concentrate feedstuffs, the
average numbers of animals milked, and average
milk production per enterprise.

Sagilan Ortalama
Konsantre & Sat Verimi
Ortalama .
yem (%) (isletme
Hayvan
Savis! basina)
Y (ke/gtin)
Fabrika Yemi 79.41 7.83 41.25
Hammadde alan 2.94 13.5 35
Urettigi yemi 17.64 7.41 30.11
kullanan

Calismada fabrika yemi kullaniminin yaygin
oldugu gorilmustir. Sagilan hayvan sayisi en fazla
olan isletmelerin disardan hammadde alanlar
oldugu gozlenirken, glinlik toplam sit verimi en
kullananlar

fazla olan isletmelerin fabrika yemi

oldugu tespit edilmistir.
TARTISMA ve SONUC

Bolgede yapilan bu arastirma sonuglarina gore,
yari ekstansif olarak degerlendirilen isletmelerin
%77.94’Unlin blylk (11-Uzeri bag), %14.7’sinin orta
(6-10 bas) %7.35’inin (1-5 bas)

ve kiictk
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isletmelerden olustugu tespit edilmistir. Samsun ve
Tokat yoresinde entansif sit sigirciigi isletmelerinde
yapilan arastirmada, isletmelerin %56.2’sinin 1-5
bas, %21.9'unun 6-10 bas ve %21.9’unun da 11’den
fazla inege sahip oldugunu saptamistir (13). Bakir

(14)in Van ili ve ilgelerinde yapmis oldugu
¢alismada, 320 isletmenin %92.5 gibi blyik bir
kismini  1-5 inege sahip kiicik isletmeler

olustururken, %5.6’sin1 orta buyiklikteki isletmeler,
%1.9’unu (11 bas ve lzeri) ise buylk isletmeler
olusturmaktadir. Sarikamis’ta biyilk isletme sayisi
Bakir (14) ve Sekerden (13) tarafindan bildirilen
degerlerden yiliksek bulunmustur. Orta ve kigik
ise Sekerden (13)'in

isletme sayisi bakimindan

yapmis oldugu calismanin sonuglarindan dusik
oldugu gorilmiistiir. isletmelerin daha biyiik dlcekli
olmasinin sebebi Sarikamis’ta mera varliginin genis
olmasindan kaynaklanabilmektedir.

Analizler, Kafkas  Universitesi  Veteriner
Fakiiltesi Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklari
Anabilim Dali Laboratuvarinda yapilmis ve bolgeden
alinmis fig, korunga ve yoncanin besin madde
icerikleri belirlenmistir.

Fig, korunga ve yonca otunun ham protein
diizeyleri KM bazinda, sirasiyla %16.70, %19.00 ve
%19.50 olarak Elde

Canbolat

edilen
(15)'in
¢alismasindan (HP %18.46) disik, Glingdr ve ark.
(16)'nin g¢alismasindan (HP %12.85) daha yiksek

tespit edilmistir.

sonuglarin, ve  Karaman

oldugu goérilmektedir. Korunganin HP’ni, Canbolat
ve Karaman (15)’in bulmus olduklar diizeyden (HP,
%18.46) ylksek tespit edilmistir. Yoncanin HP dizeyi
ise (% 19.50) Canbolat ve Karaman (15)'in Bursa’da
yaptigl calismadan (%15.78) yiiksek, Glingor ve ark.
(16)'in  Kirikkale’de yapmis oldugu calismasindan
(%20.26) disik oldugu saptanmistir. Yemlerin ham
protein dizeyleri bakimindan farkhliklar, bitkilerin
vejetasyon donemi, glibreleme ve bicim zamanina
bagli olarak degisiklik gosterebilmektedir.

Yemlerin Ham Yag dizeyleri incelendiginde,
KM bazinda, sirasiyla fig (%5.40), korunga (%3.80),
yonca (%2.20) olarak saptanmistir. Fig, korunga ve

yonca da HY dizeyleri sirasiyla Canbolat ve Karaman

(15)'in yapmis oldugu c¢alismada %2.72, %2.73 ve
%1.08 olarak belirlenmistir. Glingér ve ark. (16)"1 fig
ve yoncada HY %0.94, %2.33 olarak bulunmustur.
HY

sonuglarinin, yapilan her iki ¢calismanin sonucundan

Yemlerden elde edilen fig ve korunga
ylksek oldugu tespit edilmistir. Yonca HY duzeyi ise
Canbolat ve Karaman (15)'in ¢alismasindan yiiksek,
Gungor ve ark.(16)'nin ¢alismasindan disik oldugu
goriilmektedir.

Fig, korunga, yoncanin Ham Kul dizeyleri
incelendiginde KM bazinda, sirasiyla %10.80, 6.40,
5.10 olarak belirlenmistir. Canbolat ve Karaman
(15)'in Bursa’da yaptigi calismada figde, korungada
ve yoncada HK diizeyi sirasiyla %8.05, %6.19, %5.10
olarak saptanmistir. Glingdér ve ark.(16)’larn fig ve
%7.70 ve 8.74 olarak

belirlenmistir. Fig ve korungada HK diizeyleri her iki

yoncada HK dizeyini

c¢alismanin sonucundan yiksek bulunmustur.
Bolgedeki yogun mera kullanimina ilave olarak
ekimi ve bicimi yapilan yem bitkileri de hayvan
beslemede kullanilmaktadir. Bu yemlere ait
orneklemelerde fig, korunga ve yonca kaba yemleri
kaba

yemlerin besin degerleri vejetasyonun en iyi oldugu

kullanilmaktadir.  Bolgeyi  6rnekleyecek

donemlerde alinmasi  sebebiyle arastirmanin
sonunda metabolik enerji (ME) dizeyleri (yoncada
2414.93, korungada 2372.16 ve figde 2525.42
kcal/kg KM) yiiksek oldugu tespit edilmistir. KM ve
HP miktari yoncada daha yliksek, HK ve HY figde, HS
ME figde

Seliloz

korungada ve yiksek  oldugu

goriilmektedir. kaynaginin mera
bitkilerinden temin edilebilecegi degerlendirilerek
bolgedeki hayvancilik isletmelerine protein kaynagi
olarak yonca tariminin yapilmasi ham yag dizeyinin
yliksek olmasiyla enerji igeriginin zengin olacagi

degerlendirilen fig tarimi yapilmasi dnerilebilir.

Konsantre yem ihtiyaclarini isletmelerin
%79.41'i yem fabrikalarindan karsilarken
%17.64’Untin  kendi  Urettigi yemi kullandigl,

%2.94’Unln ise disaridan hammadde satin aldig
tespit edilmistir. Yemlerinde kesif yem olarak fabrika
yemi kullanan isletmeler Tugay ve Bakir (17)in

yaptigl calismada %83.4, Tumer ve Agmaz (18)'in
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¢alismada %79.9 ve Ugak (19)in yaptig ¢alismada

ise %63.33 oraninda belirlenmistir. Sarikamis’ta
yaptigimiz arastirmanin  sonucu, yapilan bazi
cahsmalardan dastk bulunurken (17,18) bazi

calismalardan ise yliksek bulunmustur (19).

Bakir ve Demirel (20)’in yaptiklari arastirmada
fabrika yemi kullanan isletmelerden Van ilinde 1-5
kg ile 11-15 kg arasi st Uretimi tespit edildigi
belirtilmistir.  Giresun’da  yapilan  arastirmada
isletmelerin %90.9’unda ineklerden 3-7 kg arasinda
sat alindigi, isletmelerde 7 kg'dan fazla sit elde
edenlerin de ¢ok az oldugu tespit edilmistir. Cetin ve
Ozdemir (21)’un Van ili Ercis ilcesinde 32 sigir
isletmesinde yaptiklari ¢alismada inek basina 3-9
(%82.5) ve 10-20 kg (%17.5) sut dretimi tespit
etmistir. Yapilan anket sonucuna gore, disardan yem
fabrika

hayvan

almayan isletmelerle, yemi kullanan

isletmelerdeki sagilan sayisl  birbirine

yakindir. Ancak sit veriminin fabrika yemiyle
besleyenlerde daha yiliksek oldugu gorilmektedir.
Buda fabrika yemi karisiminin, st verimi icin gerekli
besin maddelerinin yeterli oranda icerdigini
gostermektedir.

Sonug olarak, ilcede yem bitkileri Gretiminin
2000’li

Destekten yararlanmak isteyen Uretici sayisi arttikca

desteklenmesine yillarda  baslanmistir.

yem bitkileri ekim alani az da olsa artmistir.
Hayvanlarini  kendi imkanlariyla elde ettikleri
hammaddelerden olusan yemle besleyen

isletmelerde, yemlerin besin madde icerikleri ve
dikkate

isletmelerin ve hayvanlarin besin madde ihtiyaglarini

hayvanlarin ihtiyaglar alinmamaktadir.
karsilayacak dengeli karmalarin olusturulmasi icin
teknik bilgilerle donatilmasi gerekir. Bu konuda
isletmecilerin egitilmesinin, verimliligin arttiriimasi
ve pazarlama probleminin ¢oziilmesi, isletmecilerin
daha

acisindan 6nemli oldugu distnilmektedir.
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Oz: Calismada, kazedz lenfadenitise (KLA) karsi asilanan kuzularda E vitamini ve selenyum (Se) kombinasyonunun oksidatif
cevap lzerine etkilerinin belirlenmesi amaglandi. Bu amagla, 2 aylik, 40 adet saglikh ve KLA’ya karsi asilanmamis disi
Akkaraman irki kuzu kullanildi. Kuzular rastgele dort esit gruba ayrildi; Grup I: Kontrol, Grup Il: Asi, Grup Ill: E vitamini+Se,
Grup IV: Agi+E vitamini+Se. Kuzulardan 0. ve 21. glinlerde kan 6rnekleri alindi. Oksidatif cevabi 6lgmek icin siperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri ile malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit (NO) diizeyleri dlguldu.
Gunler arasi degerler karsilastirildiginda; MDA seviyesi degismedi (P>0.05); GSH-Px (P<0.05) ve NO (P<0.001) tiim gruplarda
distl; SOD Grup I'de diger gruplara gore yikselme gosterdi (P<0.05), CAT ise Grup I, Il ve IV'te diistl (P<0.001). Gin igi
degerler karsilastirildiginda; GSH-Px aktivitesi ile MDA ve NO duzeylerinde fark tespit edilmedi (P>0.05). 0. glinde CAT
aktiviteleri bakimindan, Grup lll ile Grup I, I, IV arasindaki fark 6nemli bulundu (P<0.05). 21. giinde diger gruplara gore, Grup
I'de SOD aktivitesi daha ylksek (P<0.05), CAT aktivitesi ise daha distik (P<0.05) bulundu. Sonug olarak; kaze6z lenfadenitise
karsi asilanan Akkaraman irki kuzularda, uygulanan dozda E vitamini+Se kombinasyonunun SOD, CAT, GSH-Px aktiviteleri ile
MDA ve NO diizeyleri Gzerinde 6nemli bir etkisinin olmadigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: E vitamini, Kaze6z lenfadenitis, Kuzu, Oksidatif cevap, Selenyum.

Effects of Vitamin E and Selenium Combination on Oxidative Response in

Lambs Vaccinated Against Caseous Lymphadenitis

Abstract: The objective of this study was to investigate the effects of vitamin E and selenium (Se) combination on the
oxidative response in lambs vaccinated against caseous lymphadenitis (CLA). For this purpose, 40 healthy female Akkaraman
lambs, aged two-month-old, unvaccinated against the CLA were used. Lambs were randomly divided into 4 equal groups.
Group I: Control, Group II: Vaccine; Group llI: Vitamin E+Se; Group IV: Vaccine + Vitamin E+Se. Blood samples were collected
from the lambs on days zero and 215t In order to determine the oxidative response, catalase (CAT), superoxide dismutase
(SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px) activities, as well as malondialdehyde (MDA) and nitric oxide (NO) levels were
measured. When the values between days zero and 215t compared: the MDA levels showed no change (P>0.05); the GSH-Px
(P<0.05) and NO (P<0.001) decreased in all groups; the SOD activity increased in Group | (P<0.05) as compared to other groups
while the CAT activity decreased in Group I, Il and IV (P<0.001). When the values within the same day compared; the GSH-Px
activity, the MDA and NO levels showed no difference (P>0.05). On day zero, the CAT activity showed significant difference
between Group Ill and Group |, Il and IV (P<0.05). On day 21, the SOD activity in Group | was higher (P<0.05) while the CAT
activity was lower (P<0.05) than those in other groups. In conclusion, in Akkaraman lambs vaccinated against caseous
lymphadenitis, the administrated dose of vitamin E+Se combination had no marked effect on the SOD, CAT, GSH-Px activities
as well as the MDA and NO levels.

Keywords: Caseous lymphadenitis, Lamb, Oxidative response, Selenium, Vitamin E.
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GiRiS

C

etkenidir (1,2). Deride olusan apseler deri kalitesini

yapagi
organlarda olusan lezyonlar hayvanlarda verimin

orynebacterium pseudotuberculosis

koyunlarda kazedz lenfadenitis (KLA) hastaligin
ve verimini olumsuz etkilemekte, i¢
azalmasina yol acgarak koyunculuk endistrisinde
onemli kayiplara neden olmaktadir (3-5).

Oksidatif stres, hiicrelerde gesitli hasarlara yol
acan reaktif oksijen tirleri (ROT) ile antioksidan
savunma mekanizmalari arasindaki dengesizlik olarak
tanimlanabilir (6,7). Serbest radikaller bir veya daha
fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa omiurld,
kararsiz, molekil agirligi diisiik ve biyomolekiller ile
reaksiyona girme  egilimi reaktif

(7).

sonucunda meydana gelen ROT ile antioksidan

gOsteren

molekiillerdir Organizmada dogal siiregler
molekiiller arasindaki denge ROT lehine degistiginde
hiicrede oksidatif stres ve bunun sonucunda patolojik
bozukluklar meydana gelir (6). Oksidatif strese karsi
farkh

yapilarinda, karmasik antioksidan mekanizmalar ile

miicadele, viicudun her vyerindeki hiicre
durmaksizin hayat boyu devam eder (6,7).

Calismamizda, saha sartlarinda, KLA'ya karsi
bakterin ve toksoid kdékenli bir monovalan asiyla
astlanan kuzularda, asilamayla birlikte tek doz deri
alti E vitamini ve Se kombinasyonunun (100 IU E
Vitamini + 1.03 mg Se) oksidatif cevap Uzerindeki
etkisi incelendi. Bu amagla malondialdehit (MDA),
katalaz (CAT), superoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve nitrik oksit (NO) olglimleri
yapild.

MATERYAL ve METOT

Calisma materyali olarak, Kayseri ili Pinarbasi
ilcesi Avsarpotuklu Mahallesi yaylasinda yetistirilen
40 adet saghkh ve 2 aylik disi Akkaraman irki kuzu
kullanild. daha

asilanmamis kuzular dahil edildi.

Calismaya once KLA’ya Kkarsl
Calisma kapsamina alinan hayvanlar, her biri 10
hayvandan olusan rastgele 4 esit gruba ayrildi: Grup

I: Kontrol, Grup II: Asi, Grup lll: E vitamini+Se, Grup

IV: Asi + E vitamini + Se. Grup I'e % 0.09 NaCl
solisyonundan 2 ml deri alti yolla uygulandi ve bu
grup kontrol grubu olarak ayrildi. Grup II'ye bakterin
ve toksoid iceren detoksifiye ve purifiye asidan
koltukalti bolgesinden deri alti yolla 2 ml dozunda
uygulandi. Grup llI'deki kuzulara, sadece Se ve E
vitamini iceren soliisyondan 1 ml (100 mg vitamin E
asetata esdeger 100 I.U. Vitamin E ve 1.03 mg saf
selenyuma esdeger 3.0 mg sodyum selenit/1 ml
¢ozelti) koltukalti bolgesinden deri alti yolla
uygulandi. Grup 1V’deki hayvanlara 2 ml asi ile Se ve
E vitamini iceren sollisyondan koltuk alti bélgesinden
deri alti yolla 1 ml dozunda uygulandi. Hayvanlar
calisma boyunca ayni bakim ve beslenme sartlarinda

tutuldu.

Kan Orneklerinin Alinmasi ve islenmesi

Gruplarda bulunan tim hayvandan uygulama
oncesi 0. glinde ve uygulamadan sonraki 21. giinde
Vena jugularis yoluyla lityum herparinli ve kuru
tuplere kan 6rnekleri alindi. Alinan kan érneklerinden
hazirlanan serum, plazma ve eritrosit ornekleri

analize kadar -80°C ‘de saklandi.

Eritrositlerin Hemoliz Edilmesi

Eritrosit numuneleri analiz 6ncesi oda Isisinda
Oda

orneklerinden otomatik pipet yardimiyla 0.8 ml alindi

tutularak ¢ozduralda. isisindaki eritrosit
ve Uzerine 3.2 ml soguk distile su ilave edilip hizla
karistirilarak eritrositler hemolize edildi. Elde edilen
hemolizat, hemoglobin (Hb), CAT ve GSH-Px aktivitesi
Olglim igin kullanildi. Hemolizattan 300 ml alinarak
ayri bir ependorf tiipiine konuldu tzerine 1200 ml
kloroform-etanol karisimi (3:5 oraninda hazirlanmis)
ilave edildi. Tupler 30 saniye vortekslendi, ardindan
3000 rpm/2000 g devirde 24°C sicaklikta 10 dakika
slireyle santrifiij edildi ve Ust kissim SOD aktivitesi
Olglim igin kullanildi.

Eritrosit Hb diizeyi Fairbanks ve Klee (8), plazma
MDA dizeyi Yoshioka ve ark., (9) ve NO aktivitesi

Tracey ve ark., (10), eritrosit SOD aktivitesi Sun ve
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ark., (11), CAT aktivitesi Luck (12), GSH-Px aktivitesi

Paglie ve Valentie (13) tarafindan bildirilen
yontemlere gore belirlendi.
istatistiksel Analiz

Calismadaki verilerin istatistiksel

onemliliklerinin analizinde, genel dogrusal model-

tekrarli  6lgimlerde varyans analizi kullanildi.
Calismada veriler aritmetik ortalama ve standart
sapma ( /?ijf ) olarak ifade edildi ve P<0.05
degerleri istatistiksel olarak anlamh kabul edildi.

istatistiksel analizlerde SPSS 13.00 istatistik programi

kullanild.
BULGULAR

Ayni  gun iginde, gruplar arasi degerler
karsilastinildiginda; MDA  dizeyi  bakimindan

istatistiksel olarak 6nemli bir fark tespit edilmedi
(P>0.05) (Tablo 1). SOD aktivitesinde, 21. giinde Grup
| ile diger gruplar arasinda tespit edilen fark istatistik
acidan o6nemli bulundu (P<0.05) (Tablo 1). CAT
aktivitesi agisindan 0. glinde Grup Il ile Grup I, I, IV
arasinda, 21. ginde ise Grup | ile diger gruplar
arasindaki fark onemli bulundu (P<0.05) (Tablo 1).
Ayni giinde GSH-Px aktivitesinde ve NO duzeyinde
gruplar arasinda o6nemli bir fark tespit edilmedi
(P>0.05) (Tablo 1).

Grup ici 0. gin ile 21. gin degerleri
karsilastirildiginda; MDA dizeylerinde &nemli bir
degisim tespit edilmedi (P>0.05) (Tablo 1, Sekil 1).
Grup I'de SOD aktivitesinde meydana gelen artis
istatistiksel olarak 6nemli bulundu (P<0.05) (Tablo 1,
Sekil 2). CAT aktivitesinde Grup I, Il ve IV'de meydana
gelen azalma istatistiksel olarak 6nemli bulundu
(P<0.001) (Tablo 1, Sekil 3). Tum gruplarda GSH-Px
aktivitesinde (P<0.05) (Tablo 1, Sekil 4) ve NO
diizeyinde (P<0.001) (Tablo 1, Sekil 5) meydana gelen

azalma istatistik agidan énemli bulundu.

11.004 T 0.Gin

I 21.Gin
10.00

9.004

MDA 8.004
nmol/mi

7.004

6.00 4

|

Grup |
(Kontrol)

5.004

Grup Il Grup Il Grup IV
(As1) (VitE+Se)  (Asi+Vit E+Se)

MDA: Malondialdehit, Vit E: E vitamini, Se: Selenyum

Sekil 1. MDA diizeyinin grup ve glinlere gore Error-
Bar grafigi.

Figure 1. Error-Bar graphic of MDA level according to
groups and days.

I 0. Gin

T 21.60n

e —

SOD
U/mgHb 0.20 % {

Grup IV
(Asi+Vit E+Se)

Grup |
(Kontrol)

Grup Il
(As1)

Grup Ill
(Vit E+Se)

SOD: Stperoksit dismutaz, Vit E: E vitamini, Se: Selenyum

Sekil 2. SOD aktivitesinin grup ve glinlere gore Error-
Bar grafigi.

Figure 2. Error-Bar graphic of SOD activity according
to groups and days.

15.00+4
12,50

10.004

S

5.00

To.Gin
I 21 6in

CAT
k/gHb

2.50 3
e
Grup IV
(Asi+Vit E+Se)

T
Grup Il
(Vit E+Se)

Grup Il
(As1)

v
Grup |
(Kontrol)

Sekil 3. CAT aktivitesinin grup ve giinlere gore Error-
Bar grafigi.

Figure 3. Error-Bar graphic of CAT activity according
to groups and days.
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I o.Gin
20100} I 21.6un
30.001
GSH-Px
U/gHb
20.00-] }
10.001 {
Grip | Grap Il Grup Il Grup IV
(Kontrol) (As1) (VitE+Se)  (Asi+Vit E+Se)

GSH-Px: Glutasyon peroksidaz, Vit E:E vitamini, Se: Selenyum

Sekil 4. GSH-Px aktivitesinin grup ve giinlere gore Error-Bar grafigi.
Figure 4. Error-Bar graphic of GSH-Px activity according to groups and days.

I oain

T 21.Gin
1.150 4

S0

1.1004

T I i {

S—
Grup IV
(As1+Vit E+Se)

Grup | Grup Il Grup Il
(Kontrol) (As1) (Vit E+Se)

No: Nitrtik oksit, Vit E: E Vitamini, Se: Selenyum
Sekil 5. NO diizeyinin grup ve glinlere gore Error-Bar grafigi.
Figure 5. Error-Bar graphic of NO level according to groups and days.

Tablo 1. SOD, CAT, GSH-Px aktiviteleri ile MDA ve NO duizeylerinin gruplar ve glinlere gore istatistiksel dGnemi.
Table 1. Statistical significance of the SOD, CAT, GSH-Px activities as well as of the MDA and NO levels according to groups and days.

n MDA (nmol/ml) SOD (U/mgHb) CAT (k/gHb) GSH-Px (U/gHb) NO (um/ml)

GRUPLAR 40  0.Gin 21.Gin 0. Giin 21.Gin 0. Giin 21.Gin 0. Giin 21.Giin 0. Giin 21.Giin
KGrUtP'I 10 6.25+0.29%  7.13+0.35% 0.20+0.01"*  0.26+0.03"°  12.04+1.45"2  2.58+0.19"° 30 53+4.94% 23.18+4.73%  0.10£0.006"*  0.05+0.005"°
ontro

Gr:p“ 10 7.77+0.45%  8.17+050% 0.15£0.02"  0.18+0.01%2  13.24:+1.02%  6.87t0.77%° 57743050 172242878  0.12+0.01"*  0.05+0.003*
Sl

S‘rt:ps“l 10 755+0.51%  7.27+051% 0.13t0.03"  0.18+0.01%2  7.02¢t0.63%  7.61:0.88%  ,0gy4427%  12.83+p4gt  0.10£0.01"*  0.05+0.005*
Ite+>e

Grup IV

A§I+VitE+ 10 8‘0211_02/\3 8‘1710_91/\3 0.1810.01Aa 0.2010.02Ba 9.63i0.92ABa 699i0463b 25.3512.88Aa 17.8513.03Ab 0.13i0.01Aa OOSiOOOgAb
Se

MDA: Malondialdehit, SOD: Stiperoksit dismutaz, CAT: Katalaz, GSH-Px: Glutatyon peroksidaz , NO: Nitrik oksit, Vit E: E vitamini, Se: Selenyum, n: denek sayisi

ABL. Ayni siitunda farkli harf tagiyan degerler arasinda fark énemli bulunmustur.
abe. ayni satirda farkli harf tasiyan degerler arasinda fark Gnemli bulunmustur
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TARTISMA ve SONUC

Calismada, KLA'ya karsi asilanan kuzularda,
asilamayla birlikte Se ve E vitamininin kombine olarak
uygulanmasinin oksidatif cevap (zerine etkileri
Bu
uygulamadan 21 giin sonra plazma MDA ve NO
dizeyleri ile eritrosit SOD, GSH-Px ve CAT aktiviteleri

incelendi. amagla uygulamadan o6nce ve

belirlendi.

Literatirde MDA dizeyinin hastalik ve stres
bildirildigi
KLA’ya karsi asilama

sartlarinda  yukseldiginin
(14,15),

sonrasi MDA diizeyleri ile bagisiklik arasinda iliskinin

¢alismalar
olmasina ragmen
incelendigi bir calisma bulunamadi. Kizil ve Gl (16),
besi sigirlarinda yaptiklari denemede A grubuna
sadece trivalan sap asisi (Tip A, O ve Asia 1), B
grubuna sap asisi + asilama sirasi ve sonrasi 3. glinde
C vitamini; C grubuna sap asisi + asilama sirasinda
ADsE vitamini ve D grubuna sap asisi + asilama sirasi
ADsE vitamini + C vitamini ve asilama sonrasi 3. glinde
C vitamini uygulamislardir. Arastirmacilar tarafindan
yapilan vitaminlerin antioksidan etkileri ve lipid
peroksidasyon diizeyleri ile ilgili bu ¢alismada, sap
asisi + asllama sirasinda ADsE vitamini uyguladiklari A
grubu ile sap asisi + asilama sirasi ADsE vitamini + C
vitamini ve asilama sonrasi 3. glinde C vitamini
uyguladiklari C grubunda 0. ile 21. glin ortalamalari
karsilastirildiginda MDA diizeylerinde meydana gelen
artis 6nemli bulunmustur. Calismamizdaki gruplarin
0.glin ile 21.giin degerleri karsilastirildiginda, MDA
dizeyleri agisindan giine bagh istatistiksel olarak
o6nemli bir degisim tespit edilmedi (P>0.05). Bunun
nedeni calismamizda tek sus iceren inaktif bir asi
kullanilmis  olmasi nedeniyle kullanilan asinin
oksidan/antioksidan dengede 6nemli bir degisime yol
acmadigina baglandi.

Katalaz enzimi, H202'yi oksijen ve suya pargalar,
bdylece hiicreleri H202"ye bagili oksidatif hasara karsi
korur (17-20). Kizil ve Gl (16) tarafindan besi
sigirlarinda  sap

antioksidan etkileri ve lipid peroksidasyon dizeyleri

asllamasi  sonrasi vitaminlerin
ile ilgili yapilan ¢alismada, sadece trivalan sap asisi
uygulanan A grubunda, sap asisi + asilama sirasi ve

sonrasi 3. glinde C vitamini uygulanan B grubunda ve

sap asisi + asilama sirasi AD3E vitamini + C vitamini ve
asllama sonrasi 3. giinde C vitamini uygulanan D
21.

karsilastirildiginda CAT aktivitelerinde 6nemli artislar

grubunda 0. ile giin  ortalamalan
tespit edilmistir. Calismamizda, |, Il ve IV. Gruplarda
bir

aktivitesinde

CAT aktivitesinde o6nemli
(P<0.001). CAT

gruplardaki bu dislig, immun sistemin aktivasyonu

diisis belirlendi
asl  uygulanan
sirasinda CAT (retiminin azaldigini ya da asilama

nedeniyle olusan oksidatif cevabin etkilerinin
azaltilmasi i¢in rezerv CAT enzimlerinin kullaniimis
olabilecegini; CAT aktivitesindeki diisiisiin Grup IV'de
Grup | ve IlI'ye gore daha az olmasi ve Grup lll'de
diisis olmamasi ise E vitamini+Se kombinasyonunun

CAT aktivitesindeki dislist azalttigini distinduardd.

Calismamizda gin i¢ci ortalama degerler
karsilastinldiginda 0. ginde CAT  aktivitesi
bakimindan Grup I ile Grup I, I, IV arasindaki

farklarin 6nemli oldugu tespit edildi (P<0.05). 21.
giinde CAT aktivitesi Grup I'de diger gruplara gore
(P<0.05). Bu

durumun, g¢alismada kullanilan hayvanlarin bir 6rnek

onemli derecede disik bulundu
olmayislari ile iliskili olmasi muhtemeldir.

H20:2
molekiler oksijene geviren reaksiyonu katalize eden
bir (OF)

diizeyleri bu sistem sayesinde kontrol altinda tutulur

Superoksit dismutaz, silperoksiti ve

enzimdir. Hicresel kompartimanlardaki
(19). Kizil ve Gul (16), besi sigirlarinda vitaminlerin
antioksidan etkileri ve lipid peroksidasyon dizeyleri
ile ilgili yapiklari galismada tim gruplarda O ve 21.
glinler arasinda SOD aktivitelerinde meydana gelen
azalmanin énemli oldugunu bildirmislerdir. Subbaiah
ve ark., (21), Newcastle virlis (NDV) ile enfekte
tavuklarda SOD aktivitelerinin kontrol grubuna goére
diisik oldugunu, NDV ile enfekte ve E vitamini
takviyesi yapilan tavuklarda ise SOD aktivitelerinde
yukselme tespit etmislerdir. Marikovsky ve ark., (22),
SOD aktivitesinin organizmada 0zellikle htcresel
bagisikligin  meydana gelmesinde 6nemli rol
oynadigini sdéylemistir. SOD enziminin, makrofajlarin
TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi proinflamatér sitokinleri
Ureterek vyangl

sureglerinin  aktivasyonunda ve

bagisikhigin  diizenlenmesinde 6nemli gorevleri
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oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda, 0. giin ile 21.
gun sonuglari kargilastinldiginda, grup 1 ‘de SOD
aktivitesinde artis meydana geldigi (P<0.05), diger
gruplarin  SOD aktivitelerinde ise bir degisme
olmadigi tespit edildi. Grup I'de meydana gelen bu
degisim, denemenin saha sartlarinda yapilmasi ve
gruplarinin  rastgele  olusturulmasi  nedeniyle
gorilebilen bireysel farkliliklarla iligskilendirildi.
Glutatyon peroksidaz enzimi yapisinda Se
elementi igerir. Dolayisiyla dokulardaki Se dizeyi
enzimin islevi igin 6nemli bir unsurdur. Glutatyon
peroksidaz, hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin
yikimini katalize eder (19). Kizil ve Gl (16), sap asisl
uygulamasi yaptiklari besi sigirlarinda, sadece
trivalan sap asisi uygulanan A grubu; sap asisi +
asilama sirasinda ADsE vitamini uygulanan C grubu ve
sap asisi + asllama sirasi AD3E vitamini + C vitamini ve
asilama sonrasi 3. giinde C vitamini uygulanan D
grubunda 0. ile 21. Glin ortalamalari arasinda GSH-Px
aktivitelerinde meydana gelen degisimin 6nemli
oldugunu tespit etmislerdir. Calismamizda tiim
gruplarda GSH-Px aktivitelerinin zamana bagl olarak
azaldigi gozlendi (P<0.05). Ozellikle sadece asi
uygulanan grup IlI'de 21. giinde CAT ile birlikte GSH-
Px  aktivitelerinde meydana gelen azalma,
hayvanlarda asiya bagh bir oksidatif cevabin gelismis
olabilecegini dislindiird.
Corynebacterium pseudotuberculosis’in

makrofajlarin icerisinde, bakteriyel hiicre zan
lipidlerinin Ozelligi ve bakteriye ait bazi antijenik
NO
engellemesi yoluyla canli kaldigi ifade edilmistir (23).
NO’nun

engellenmesi ve konakgl hiicrelerine karsi hasarin

elemanlarin, makrofajlardaki Uretimini

Ayrica, lenfositlerin asiri  ¢ogalmasinin
bastirilmasinda da rol oynadig bildirilmistir (24).
Organizmada makrofajlar tarafindan (retilen
NO, virlis, bakteri, mantar, protozoa, helmint ve
timor hicrelerine karsi sitotoksik etki gosterir.
NO’nun C. neoformans, T. gondii, M. bovis gibi bircok
patojene karsi mikrobiyostatik ve mikrobisidal etki
(25).

makrofajlar tarafindan salgilanan ve antibakteriyel

gosterdigi  bildirilmistir Diger taraftan,

ozellikler sergileyen NO’nun sadece bakteriyel ve

timor hicrelerinin - tahribatina yol agmadigini,

makrofajlarin  kendilerinin ve c¢evredeki normal
hicrelerin de hasarlanmasina ve fonksiyonlarinin
zayiflamasina yol acabilecegi de bildirilmistir (26).

Ralph ve ark., (27), tuberkilozlu hastalarda
disariya verilen nefes icerisindeki NO seviyesini
Olgmis ve NO dizeyi diisik olan hastalarin, ylksek
olan hastalara gore daha siddetli bir hastalik tablosu
sergilediklerini tespit etmislerdir. Grasemann ve ark.,
(28), pnomonili gocuklarin bronkoalveolar lavaj (BAL)
sivisinda yiliksek diizeyde NO bulundugunu tespit
etmistir. Nisbet ve ark. (29), B. abortus ile enfekte
sigirlarda, NO diizeyinin daha yiiksek oldugunu tespit
etmisler, bu yikselmeyi bakteriyel liposakkaritler
yuzinden makrofajlardaki NO uretiminin artisina
baglamiglardir.

Sonug¢ olarak; elde edilen bulgulara gore,
bir

gostergesi olan MDA dizeylerinde 6nemli degisimler

¢alismamizda lipid peroksidasyonun o6nemli
olmasa da; 6zellikle CAT ve GSH-Px aktivitelerindeki
azalma ve SOD aktivitesindeki yikselme, asilamanin
kuzularda oksidan/antioksidan dengede bozulmaya
neden olabilecegini distndirdi. Ancak, ¢alismada
asl ve antioksidanlarin birlikte uygulandigi saha
sartlarinda kuzular igin enjeksiyon olarak tavsiye
edilen dozlarda, antioksidan amagla E vitamini ve Se
takviyesinin SOD, CAT, GSH-Px aktiviteleri ile MDA,
NO dizeylerinde 6nemli bir degisime yol agmadigi
belirlendi. Konu ile ilgili daha detayh bulgularin elde
edilmesi icin kontrolll olarak ve bir 6rnek yetistirilen
hayvanlar tzerinde ve E vitamini+Se uygulamalarinin
farkh doz ve

surelerde verilecegi c¢alismalarin

yapilmasinin yararl olacagi kanaatine varildi.
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Oz: Bu calismada yarpuzun (Mentha Pulegium L) etlik piliclerde doku yag asidi kompozisyonu ve raf dmriine etkisi
arastinlmistir. Arastirmada bir glinliik yasta toplam 150 adet Ross 308 civciv kullanilmis, civcivler Gg gruba ayrilmis (her grup
bes tekrarli) her alt grupta on adet hayvan olacak sekilde rastgele dagitiimistir. Kontrol grubu bazal yemle beslenmistir. Diger
gruplar ise sirasiyla bazal yeme %0.25 ve %0.50 yarpuz ilave edilerek beslenmistir. Deneme sonunda kesilen hayvanlarin gogus
ve but kaslarinin yag asit kompozisyonu ve TBARS degerlerine bakilmistir. Yarpuzun en yiksek seviyesinin (%0.50) verildigi
grupta, gogus etlerine ait TBARS degerlerinin tiim glinlerde en disiik oldugu bulunmustur. But etlerinde ise %0.25 yarpuz en
yuksek antioksidan etkiye sahip olmustur. Diyete yarpuz ilavesinin but etlerinde laurik asit, linoleik asit, dokosaheksaenoik
asit (DHA) ve n-6 seviyesini, gogus etlerinde ise laurik, ekosapentaenoik asit (EPA) ve DHA'y1 artirdigi tespit edilmistir. Sonug
olarak, diyete yarpuz ilavesi etin raf dmrini olumlu yonde etkilemis ve EPA ve DHA'y1 artirmistir.

Anahtar Kelimeler: Etlik pilig, TBARS, Yag asit kompozisyonu, Yarpuz.

The Effects of Supplementation of Pennyroyal (Mentha Pulegium L) on Meat
Fatty Acid Composition and Shelf-Life in Broilers

Abstract: This research was conducted to determine the effects of dietary pennyroyal (Mentha Pulegium L) on meat fatty
acid composition and shelf -life in broilers. One hundred fifty day-old Ross 308 chickens were assigned into one of three
dietary groups (five replicates each), as each treatment with 10 birds per replicate, in a completely randomized experimental
design. The control group received the basal diet. In addition to the basal diet, the two experimental diets included one of
the following supplements: 0.25% and 0.50% pennyroyal. At the end of the study, fatty acid composition and thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) levels of tissues were measured. At higher doses of pennyroyal (0.50%), TBARS values in
breast meat were numerically lower at all storage times. The diet containing 0.25% pennyroyal had a higher (P<0.05)
antioxidant effect in leg meat than the other diets. The addition of pennyroyal to compound feed significantly increased the
lauric acid, linoleic acid, docosahexaenoic acid (DHA) and n-6 in the leg tissues and lauric acid, eicosapentaenoic asit (EPA)
and the DHA in the breast tissues. In conclusion, dietary supplementation of pennyroyal positively affected the meat shelf-
life and increased the EPA and DHA.

Keywords: Broiler, Fatty acids composition, Pennyroyal, TBARS.
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GiRIS

hayvanciliginda biliyimeyi hizlandirmak,

t
E yemden yararlanmayi iyilestirmek, karkas
agirhgini artirmak oncelikli hedefler arasinda yer
almaktadir. Son vyillarda et kalitesini iyilestirmeye
yonelik calismalara agirlik verilmistir. Et kalitesini
iyilestirmek amaciyla basvurulan uygulamalardan
birisi de farkl yem katki maddelerinin kullaniimasidir
(1).

GUnlmiz dinyasinda bilingli tiketicilerin ne
yedikleri konusunda daha dikkatli ve daha secici
bir

kullaniimadan beslenen hayvanlardan elde edilen et

davranmalari, temiz ve herhangi kimyasal
ve et drdnlerini tercih etmeleri nedeniyle kanath
katki

kullanimlarini neredeyse zorunlu hale getirmistir.

beslemede dogal yem maddelerinin
Bu baglamda kanatli hayvan vyetistiricilig§inde

insan sagligina zarar vermeyen, patojenlerden
kaynaklanan birgok problemi dnleyerek, performansi
iyilestirip karhligi artiran dogal ve aromatik bitkiler ile
bunlardan elde edilen esansiyel yaglarin kanath
hayvan beslenmesinde alternatif yem katki maddesi
olarak kullanimina baslanmistir (2).

Ramakrishna ve ark. (3) ile Williams ve Losa (4)
fitojeniklerin lipaz ve amilaz gibi sindirim enzimlerinin
Uretimini artirarak cesitli hayvan tirlerinin besin
maddelerinden daha etkin yararlandiklarini rapor
etmislerdir. Bazi arastiricilar bitkisel ekstraktlarin
antibakteriyal, antioksidan ve antifungal etkilere
sahip olduklarini tespit etmislerdir (5-7).

Aromatik bir bitki (Mentha

Pulegium L), anavatani Orta Avrupa ve Asya olarak

olan vyarpuz

bilinen Mentha Labiatae familyasinin bir Gyesi olup,
tarih boyunca geleneksel tedavilerde kullanilmistir
(8). Yarpuzun antioksidan ve antibakteriyal etkilere
sahip oldugu cesitli calismalarla bildirilmistir (9-13).
Bu ¢alisma, Turkiye’ de dogal yayilis gosteren ve
halkin giinlik diyetlerinde, siklikla aperatif amach
dahilen kullanim seklinde, yer verdigi yarpuzun

(Mentha Pulegium L) etlik civcivlerde etin raf 6mrii ve

yag asidi kompozisyonu uzerine etkisini arastirmak

amaciyla yapilmistir.

MATERYAL ve METOT

Arastirmada bir gunlik yasta 150 adet (Ross
308) karisik cinsiyette etlik civciv kullaniimistir.
Denemede 3 grup olusturulmus, her grup bes alt
gruba ayrilmistir (5 adet erkek, 5 adet disi). Birinci
grup kontrol olup misir-soyaya dayali bazal yemle
(Tablo 1), 2. ve 3.gruplar ise 1-7.glnler arasi bazal
yemle, 7-42.giinlerde ise sirasiyla bazal yeme %0.25
ve 0.50 yarpuz ilave edilerek olusturulan rasyonlarla,
6 hafta siireyle ad-libitum olarak beslenmislerdir.
Cahsma etik kurul ilkelerine uygun olarak
yuritalmustir. Denemede kullanilan yarpuz (Mentha
pulegium L.) Temmuz ayinda Erzurum ili cevresinden
toplanip golgede kurutulduktan sonra toz haline
getirilip diyetlere ilave edilmistir. Yarpuzun etken
madde diizeyleri C.U. Su Uriinleri Fakiiltesi Avlama ve
isleme Teknolojisi Béliimii Analitik Laboratuarinda
GC-MS (Gas Chromatography ve Mass Spectrometry)
yapilmistir (%38.32 menthone,%3.57 izomenthone,
%7.77 menthol, %45.67 piperiton oksit, %2.1
pulegon).

Deneme sonunda hayvanlar bitin hayvanlar
but

dort ornek alinarak + 4°C de

kesilmis, kesilen hayvanlarin ve gogls
kisimlarindan
depolanmis, 1 ve 4. glinlerde TBARS (tiyobarbuturik
asit reaktif madde) degerlerine bakilmistir (14).
Ayrica but ve gégis kismindan alinan 6rneklerde yag

asit kompozisyonu incelenmistir (15).
istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin varyans analizi Genel Linear
Model prosidiri ile ve 6nemli bulunan verielerin
6nem kontrolleri SPSS 10.01 (16) paket programi
kullanilarak arasinadaki
farkhhklar

belirlenmistir.

yapilmistir.  Gruplar

Duncan c¢oklu karsilastirma testi ile
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Tablo 1. Denemede kullanilan bazal yemin igerigi ve besin madde kompozisyonu.
Table 1. Ingredient of basal feed and nutrient composition of experimental diet.

igerik Baslangig Bitis
(0-21 giinler arasi) (22-42 giinler arasi)
Misir 575.50 635.02
Soyafaslyesi kispesi 175.50 28.72
Tam yagli soya 160.00 240.00
Et ve kemik unu 34.00 34.00
Tavuk unu 35.00 35.00
Kiregtasi 2.00 -
DCP 2.20 -
Vitamin premix! 2.00 2.00
Mineral premix? 1.50 1.50
Tuz 1.80 2.00
DL-Metiyonin 2.00 1.02
Lisin 3.00 1.80
Bitkisel yag 4.00 17.18
Soda 1.50 1.76
Toplam 1000 1000
Hesaplanan besin madde kompozisyonu (%)
Ham protein 23 19.40
Ham yag 8.03 11.00
Ham seliiloz 4.22 4.45
Ham kdl 5.59 4.98
ME (MJ/kg) 12.70 13.54
Ca 1.05 0.95
P 0.56 0.51
Metiyonin 1.22 1.00
Lisin 1.50 1.10
Analizle bulunan besinmadde kompozisyonu (%)

Ham protein 22.70 19.11
Ham yag 8.13 11.91
Ham seliiloz 3.96 4.23
Ham kil 5.24 4.61
Kuru madde 88.94 89.82

!Diyetin her kilograminda: vitamin A, 12,000 IU; vitamin D3, 3500 IU; vitamin E, 100 mg; vitamin K3, 3.0 mg; vitamin B1, 2.5 mg; vitamin B2, 6 mg; niasin, 25.0 mg; kalsium-D-pantotenat,
12 mg; vitamin B6, 4 mg; vitamin B12, 0.015 mg; folik asid, 1.5 mg; D-biotin, 150 mg; askorbik asit, 100 mg; vekolin klorid,375mg.
2Diyetin her kilograminda: Mn, 100 mg; Fe, 25 mg; Zn, 65 m g; Cu, 15 mg; I, 1 mg; Co, 0.25 mg; ve Se, 0.2 mg.

BULGULAR ve TARTISMA rasyona %0.25 yarpuz ilave edilen grupta MDA degeri

GOgls ve but etlerinde TBARS degerleri diyetten diger gruplara gore onemli derecede (P<0.05) dusiik

ve glinlerden 6nemli derecede (P<0.05) etkilenmistir. bulunmustur. Her iki doku érneginde de deneme

L . e faktorleri arasi interaksiyonlara gore yem x gin
Hem birinci ve hemde dordlincii glinlerde gogis ¥ g y &

etlerinde en disiik MDA degeri %0.50 yarpuz ilave interaksiyonu istatistiksel olarak o6nemli (P<0.05)

edilen grupta tespit edilmistir. But etlerinde ise oldugu belirlenmistir (Tablo 2).
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Tablo 2. Rasyona yarpuz ilavesinin but ve gégus etlerinde TBARS (mg MDA/kg doku) degeri tizerine etkisi.
Table 2. Effect of dietary supplementation of pennyroyal on TBARS (mg MDA/kg tissue) values in leg and breast

muscles of broilers.

Depolama Gogls But

suresi Kontrol %0.25 %0.50 Kontrol %0.25 %0.50
Yarpuz Yarpuz Yarpuz Yarpuz

1.gln 2.38b 2.54b 1.50c 2.88b 2.49c¢ 2.89%b

4.gln 3.10a 3.13a 2.54b 4.70a 2.94b 4.87a

SH 0.04 0.03

Yem * *

Glnler * *

Yem x Glnler * *

*P<0.05.MDA: mg malondialdehyde. SH: standart hata

Labiatae familyasina ait cinslerin antioksidan ve
antimikrobiyel gibi dnemli fizyolojik aktivitelere sahip
olduklari bildirilmistir (17,18).

antioksidan

Esansiyel yaglarin

etkisine  sahip olduklari  fenolik
komponentlerin sebep oldugu belirtilmistir (19,20).
etkisi serbest
bilesik

olusturma ve singlet (tekli) oksijen olusumunu

Fenolik bilesiklerin  antioksidan

radikalleri temizleme, metal iyonlarla

engelleme azaltma gibi o6zelliklerinden

kaynaklanmaktadir (21).

Yarpuzun antioksidan etkisi c¢esitli in vitro

veya

calismalarla rapor edilmistir (11-13). Bolikbasi ve
ark. (22), etlik pilic yemlerine kekik yagi ilavesinin
kaslarda oksidatif stabiliteyi artirdigini  tespit
etmislerdir. Botsoglou ve ark. (23), kekik ugucu yagi
veya a-tokoferol asetat ilave edilen yemlerle
beslenen etlik piliclerin géglis ve but etlerindeki
malondialdehit (MDA) diizeyinin kontrol grubuna
gore azaldigini ve bu azalmanin ilave edilen kekik
ugucu yagi arttikca belirginlestigini tespit etmislerdir.

Gruplar arasinda gogus eti miristik asit, palmitik
asit, palmitoleik asit, stearik asit, oleik asit, linoleik
asit, linolenik asit, eikosadienoik asit, doymus yag
asitleri (SFA), tekli doymamis yag asitleri (MUFA),
¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA), n3, n6 ve n6/n3
yag asiti kompozisyonu bakimindan istatistik olarak
onemli bir farkhhigin olmadigi tespit edilmistir (Tablo
3).
arashidik, arashidonik, eikosaenoik asit (EPA) ve
(DHA)

derecede etkiledigi tespit edilmistir. Eikosaenoik asit

Yarpuz ilavesinin eikosaenoik asit, laurik asit,

dokosaheksaenoik asit oranini  6nemli

orani rasyona yarpuz (Mentha pullegium L) ilavesiyle
onemli derecede (P<0.05) artis gostermistir. En
yuksek laurik asit konsantrasyonu %0.25 yarpuz ilave
edilen grupta tespit edilmistir. Arasidik (P<0.01),
arasidonik, EPA ve DHA (P<0.05) oranlari ise diyete
%0.50 yarpuz (Mentha pullegium L) ilave edilen
grupta en yiksek saptanmistir (Tablo 3).

But etlerinde yag asidi kompozisyonuna ait
degerler Tablo 3 de verilmistir. Myristik, palmitoleik,
stearik, oleik, linolenik, arasidik, EPA, MUFA, PUFA,
n3 ve n6/n3 seviyelerinin hicbir muamele grubundan
etkilenmedigi tespit edilmistir. But etlerinde ylizde
yag orani diyette yarpuz oraninin artmasiyla belirgin
bir sekilde artis gostermistir. En yiksek laurik asit
seviyesi diyete %0.25 yarpuz (Mentha pullegium L.)
ilave edilen grupta (P<0.01) bulunmustur. Diyete
yarpuz (Mentha pullegium L.) ilavesiyle palmitik,
eikosadienoik, dokosadienoik  asit
(P<0.05), (P<0.01)
azalirken; linoleik asit ve n6 orani artis egilimi

(P<0.05) gostermistir (Tablo 4). Diyete %0.50 yarpuz

arasidonik,

eikosenoik ve SFA oranlari

(Mentha pullegium L.) ilavesi butlarda DHA oranini
onemli derecede (P<0.05) yikseltmistir.
Yapilan literatlir taramasinda yarpuzun etlik

piliclerde  kullanimiyla  ilgili  bir  calismaya

rastlanmamistir. Diger aromatik birkilere ait

esansiyel yaglarla ilgili olarak yapilan ¢alismalarda;
Youdim ve Deans (24) kekik yaginin ratlarin beyin
dokularinda palmitik asit, stearik asit ve arashidonik
asit

seviyesini dlslirdiglini tespit etmislerdir.

Bolukbasi ve ark. (22), arastirmalarinda hem but hem
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de gogus dokularinda SFA, PUFA, myristik, palmitik ve
stearik asit seviyelerinin kekik yag ilavesiyle 6nemli
dizeyde azaldigini gostermislerdir. Benzer olarak
Youdim ve Deans (24) ratlarin beyin dokularinda
palmitik ve stearik asit seviyesinin azaldigini; oleik ve
palmitoleik asit seviyelerinin ise arttigini tespit
etmislerdir. Bu arastirmada gogus ve but kaslarinda

DHA oraninin rasyona %0.50 yarpuz ilavesiyle 6nemli

derecede yikseldigi gézlemlenmistir. Benzer olarak
Bolukbasi ve ark. (25) yumurta tavugu rasyonlarina
bergamot yag ilavesinin yumurta sarisi DHA, EPA ve
n-3 seviyesini artirdigini  bildirmislerdir. Bizim
calismamizda elde edilen bulgularin aksine biberiye
ekstraktinin yumurta tavuklarinda yumurta sarisi yag
asidi kompozisyonu lzerine higbir etkisinin olmadigi
rapor edilmistir (26).

Tablo 3. Rasyona yarpuz ilavesinin gdgus eti yag asiti kompozisyonu uzerine etkisi.
Table 3. Effect of dietary supplementation of pennyroyal on fatty acid composition in breast muscles of broilers.

Kontrol %0.25 Yarpuz %0.50 Yarpuz SH P
%Yag orani 1.86 1.50 1.82 0.08 0s
%Yag asitleri
Laurik 0.22c 0.43a 0.28b 0.03 ok
Myristik 0.25 0.24 0.27 0.007 0s
Palmitik 15.89 15.18 15.58 0.13 0s
Palmitoleik 1.80 1.71 1.76 0.026 0s
Stearik 8.12 8.07 8.10 0.14 0s
Oleik 30.25 29.63 28.49 0.37 0s
Linoleik 33.73 33.08 34.01 0.38 0s
Linolenik 2.20 2.25 2.31 0.074 0s
Arasidik Asit 0.28b 0.27b 0.36a 0.01 ok
Eikosenoik asit 0.41b 0.49a 0.49a 0.01 *
Eikosadienoik 3.13 3.70 3.54 0.19 0s
Arasidonik 0.08b 0.07b 0.15a 0.015 *
EPA 0.015b 0.030b 0.066a 0.008 *
Dokosadienoik 0.77 0.88 0.79 0.04 0s
DHA 0.41b 0.46b 0.56a 0.02 *
SFA 24.76 24.21 24.60 0.16 0s
MUFA 32.47 31.84 30.75 0.39 0s
PUFA 40.35 40.48 41.45 0.36 0s
n3 2.63 2.74 2.94 0.096 0s
né 33.81 33.15 34.17 0.38 0s
n6/n3 12.89 12.27 11.64 0.38 0s

ab

Dokosaheksaenoik asit,

SFA: Doymus yag asitleri, MUFA: Tekli doymamis yag asitleri, PUFA: Coklu doymamis yag asitleri

Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalamalar arasinda fark 6nemli bulunmustur P < 0.01 (**) ve P < 0.05 (*); SH: standart hata; OS onemsiz; EPA: Ekosapentaenoik asit, DHA:
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Tablo 4. Rasyona yarpuz ilavesinin but eti yag asiti kompozisyonu lizerine etkisi.
Table 4. Effect of dietary supplementation of pennyroyal on fatty acid composition in leg muscles of broilers.

Kontrol %0.25 Yarpuz %0.50 Yarpuz SH P
%Yag orani 2.49c 2.70b 3.98a 0.23 *x
%Yag asitleri
Laurik 0.21b 0.25a 0.14c 0.011 *k
Myristik 0.30 0.27 0.26 0.008 0s
Palmitik 15.88a 14.88b 15.22b 0.17 *
Palmitoleik 2.09 2.24 2.08 0.05 0s
Stearik 7.64 6.41 7.08 0.23 0s
Oleik 29.22 30.39 30.04 0.33 0s
Linoleik 34.70b 36.13a 36.64a 0.35 *
Linolenik 2.40 2.73 2.51 0.07 0s
Arasidik Asit 0.32 0.27 0.31 0.01 0s
Eikosenoik asit 0.43a 0.37b 0.35b 0.01 *k
Eikosadienoik 2.72a 1.99b 2.06b 0.13 *
Arasidonik 0.14a 0.05b 0.07b 0.01 *
EPA 0.025 0.030 0.030 0.002 0s
Dokosadienoik 0.64a 0.47b 0.42b 0.03 *E
DHA 0.33b 0.24b 0.41a 0.02 *
SFA 24.36a 22.02b 23.02b 0.36 **
MUFA 31.75 33.00 32.47 0.34 0s
PUFA 40.96 41.66 42.15 0.32 0s
n3 2.74 3.01 2.95 0.10 0s
n6 34.85b 36.19a 36.71a 0.34 *
n6/n3 12.89 12.12 12.44 0.4 0s

” Ayni satirda farkl harf tasiyan ortalamalar arasinda fark nemli bulunmustur P < 0.01 (**) ve P < 0.05 (*) 6D; énem durumu; 6S & iz; EPA: Ekosap ik asit, DHA:

Dokosaheksaenoik asit,

Sonug olarak, etlik pilic yemlerine %0.50 yarpuz
ilavesinin, gégus etlerinde, %0.25 yarpuz ilavesinin
ise but etlerinde TBARS degerlerini dnemli dl¢lide
disurdugi tespit edilmistir. Diyete yarpuz ilavesinin
but etlerinde laurik asit, linoleik asit, DHA ve n-6
seviyesini, gogus etlerinde ise laurik, EPA ve DHA'yI
artirdigl belirlenmistir. Bu sonuglara gore etin raf
omrini artirmak igin etlik civciv yemlerinde %0.25-
0.50 arasi yarpuz kullanilmasi onerilebilir ise de
hayvan saghgi Uzerindeki etkileri konusunda daha
genis kapsamli ve bircok parametrenin incelendigi

calismalara ihtiyag vardir.
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Erzurum Bolgesinde Sigirlarda Respiratorik Coronavirus Enfeksiyonunun

RT-PCR ile Tespiti ve Molekiiler Karakterizasyonu
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Ozet: Sigirlarin coronaviruslari (BCoV) diinya genelinde sigircilik isletmelerini etkileyerek ciddi solunum ve sindirim sistemi
enfeksiyonlarina yol agmaktadir. Bu calismada, sigir yetistiriciligi yapilan isletmelerinde coronaviruslarin varligini/yayginhigini
gostermek ve tespit edilen viruslarin diger coronaviruslarla iliskisinin arastirilmasi amaglanmistir. Erzurum ili ve ilgelerinde
solunum sistemi semptomlari gosteren, farkh irk ve yas gruplarinda 54 adet sigir calismaya dahil edildi. Materyal olarak
hayvanlardan burun sivabi ve mezbahada kesilen hayvanlardan pnémonili akciger dokusu alindi. Toplanan 6rneklerde viral
nikleik asit ekstraksiyonu, RT-PCR ve nested-PCR reaksiyonlari gerceklestirildi. Bolgeyi temsilen bir amplikon dizi analizine
tabi tutuldu. Yéremize ait coronavirus susu ile gen bankasindan saglanan asi ve gesitli coronavirus suslarina ait niikleik asit
dizilimi karsilastirilarak karakterize edildi. Coronavirus yéniinden yapilan molekiiler incelemeler sonucunda solunum sistemi
enfeksiyonu bulunan 54 sigirdan alinan akciger doku ve sivab orneginin 11 (%20.4)'inde etken pozitif olarak belirlenmistir.
Ayrica dizi analizi sonucu bolgede sirkiile olan virusun Betacoronavirus A grubunda yer aldigi ve asi susuyla ayni clusterda yer
aldigi tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile bolgemiz ve tlkemiz agisindan mevcut durum giincellenerek epidemiyolojik verilere
katkida bulunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Erzurum, Respiratorik Coronavirus, RT-PCR, Sigir.

The Detection and Molecular Characterization of Bovine Respiratory
Coronavirus Infection by RT-PCR in Erzurum

Abstract: Bovine coronaviruses (BCoV) cause severe respiratory and gastrointestinal infections affecting the animal breeding
industry worldwide. In this study, we aimed to evaluate the presence/currency of coronavirus, and to identify the relationship
with other coronaviruses. Fifty-four cattle (in different breeds and ages) with respiratory symptoms that have been breeding
in the surrounding districts and Erzurum were included in this study. Samples of nasal swap and lung tissue with pneumonia
were taken, as material, from the animals slaughtered. The samples collected were subjected to viral nucleic acid extraction,
RT-PCR and Nested-PCR. The amplicon representing the region was sequenced. Coronavirus strains that were identified in
our region and those obtained from the Gene Bank (as vaccine and reference strains) were compared by sequencing process.
As a result of molecular analyses, 11 (20.4 %) samples (swap and lung tissue) collected from 54 cattle with respiratory system
infection were positive. Moreover, it was determined that the circulating virus in the region was belonging to the group of
betacoronavirus A and it was in the same cluster with the vaccine strain. By this study, the current situation has been updated
both in our region and the country and also contributed to the epidemiological data.

Keywords: Cattle, Erzurum, Respiratory Coronavirus, RT-PCR.
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GiRiS

C

acisindan ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (1).
Bu da

gosterilebilir. Pnédmonilerin olugmasinda kétu ahir

oronavirus enfeksiyonlari solunum ve sindirim

sistemini  etkileyerek sigir  yetistiriciligi

enfeksiyonlarin  basinda pndémoniler
kosullari, transportlar, yem degisikleri ve k6t bakim
- besleme gibi fiziksel sartlar rol oynamaktadir. Ayrica
bakteriler, viruslar ve parazitlerde pnoémonilerin
olusmasinda etiyolojik ajan olarak karsimiza
cikmaktadir. Bunun yani sira hastaligin seyrinde aktif
ve pasif bagisiklik dizeyleri de énemli rol oynar (2).
Enfeksiyoz  ajanlar  icerisinde viral ajanlar;
tedavilerinin ¢ok gli¢ olmasi, bulasmalarinin hizh
olmasi ve sekonder etkenlere zemin hazirlamasi gibi
nedenlerden dolayl daha da 6nem kazanmaktadir.
Solunum sistemini etkileyen viral etkenler igerisinde
Bovine Respiratorik Sinsityal Virus, Parainfluenza
Virus-3, Bovine Herpes Virus 1, Bovine Viral Diyare
Virus, Bovine Adenovirus ve Bovine Respiratory
Coronaviruslar sayilabilir (3, 4).

Bovine coronaviruslar sindirim  sistemine
yerleserek yeni dogan buzagilarda kis dizanterisine,
solunum

yine buzagilarda ve besi sigirlarinda

sistemine yerleserek solunum sistemi
enfeksiyonlarina sebep olmaktadirlar (5). Ayrica son
yillarda {lkelerin korkulu riyasi haline gelen
coronaviruslarin sebep oldugu SARS (Severe Acute
Respiratory Syndrome) (6) ve deve-yarasa-insan
Uggeni teorileriyle glindeme oturan zoonoz karakterli
MERS (Middle East Respiratory Syndrome) orta
doguda bir¢ok insani etkileyerek 6liimlere vyol
acmistir (7,8).
Coronaviruslar, Coronaviridae ailesinde
bulunan hem insan hem de hayvanlari etkileyen zarli,
pozitif polariteli RNA viruslaridir. Bu viruslar genetik
olarak 4 gruba ayrilir. Bunlar alfa, beta, gama ve delta

gruplandir.  Coronaviruslar, 5 6nemli proteinden

(N),
transmembran proteini, spike proteini (S), small
(HE) (9).

olusur.  Bunlar  nikleocapsit  proteini

membran ve hemaglutinin/esterazdir

Virolojik calismalarda teshis amagli olarak bazi genler
hedef alinarak PCR yapilabilir. Bu genler genellikle
mutasyonel acidan korunakli gen bdlgeleridir.
Coronaviruslar agisindan Center for Disease Control
and Prevention (CDC) kurulusunun belirttigi gibi
virusun teshisi agisindan niikleoprotein (N) geni hem
olarak PCR

Betacoronaviruslar;

izleme hem de dogrulama amagl
calismalarinda  kullanilabilir.
basta sigir ve insan olmak tzere, domuz, kopek, deve,
ve tavsanlari etkileyen, SARS ve MERS gibi zoonotik
potansiyele sahip viruslari da kapsayan bir gruptur
(10).

Diinyada ve llkemizde coronaviruslarin enterik
sisteme olan etkilerinin incelendigi bircok calisma
bulunsa da (1,2,5,11), respiratorik sisteme yerlesim
gosteren virusun teshisi ve karakterizayonuna iliskin
(12,13).
kapsaminda Alkan ve ark. (12) en detayh calismayi

galismalar  sinirhdir. Glincel veriler

yapmis ve Ulke genelinde elde edilen viruslardan S
gen bolgesi diizeyinde sadece gaitadan molekiler
karakterizasyon g¢alismasi gergeklestirilmislerdir.

Bu c¢alismada, Erzurum yoresinde coronavirus
varliginin arastirilmasi, yayginhginin belirlenmesi ve
ayrica tespit edilen susun diger sigir kokenli
coronaviruslarla ve asi susuyla benzerliginin genomik

diizeyde ortaya konulmasi amacglanmistir.

MATERYAL ve METOT
Ornekler

Calismanin materyalini Eyltl 2013 — Mart 2014
yillari arasinda, Erzurum ili (Mezbaha, n=8; hayvan
pazari, n=7; tuzcu kéyi, n=5, Atatiirk Univ. Vet. Fak.
Klinikleri, n=2) ve ilgelerinden (Merkez, n=2; Tekman,
n=2; Oltu, n=5; Senkaya, n=1; Horasan, n=10;
Hasankale, n=12) farkl hayvanlara ait toplam 54 adet
dokusu burun sivab  &rnekleri

akciger ve

olusturmustur. Calismanin materyalini olusturan
ornekler anabilim dalimiza rutin tani faaliyetleri

cercevesinde gelen 6rneklerdir. Rutin tani faaliyetleri
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kapsaminda gelen 6rneklerin yas, irk ve cinsiyet
bilgileri elde edilememistir. 54 adet 6rnegin 8 adedi
akciger dokusu geri kalan o6rnekler nasal sivab

ornekleridir.

RNA Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon 6ncesi nasal sivab ornekleri 1 ml
steril su ile sulandirilip, bir ependorf tiipe konuldu.
3000 rpm’de santrifiij sonrasi stipernant alinarak
ekstraksiyona gegcildi. Akciger doku ornekleri ise
extraksiyon oncesinde 100 mg olarak kigdltilda ve
bir ependorf tiipe konuldu. Uzerine manyetik
boncular konularak TissueLyser LT (Qiagen, Almanya)
doku homojenizatori ile 5000 rpm’de 15 dk boyunca
pargalandi. Sire sonunda santifiij edilen 6rneklerin
sivi kismi toplanarak ektraksiyon islemi uygulandi.
Calisma materyalini olusturan 54 adet Ornekten
coronavirus RNA’sinin izolasyonu Chomczynski ve
Sacchi (14) tarafindan bildirilen yonteme uygun
olarak gerceklestirildi. izolasyon sonunda 37°C de
kurutulan nikleik asit pelleti 20ul DNAaz-RNAaz

icermeyen su ile re-siispanse edilerek cDNA eldesi

icin kalip olarak kullanmak igin hazir hale getirildi.

Viral RNA’nin Revers Transkripsiyonu (RT)

RT-PCR
RNA’larin
donistirilmesi
Strand cDNA kiti
kullanildi.
prosediir sonunda cDNA elde edildi.

kullanilacak olan viral
DNA’ya (cDNA)

amaclyla Revertaid First

amaciyla
komplementer
islemi
(Thermo Scientific, Almanya)

Firmanin ongordigia sekilde yapilan

PCR

PCR reaksiyonu i¢in Cho ve ark., (15) tarafindan
bildirilen primerler ve yéntem kullanildi. Etkene
spesifik primer dizileri, PCR sonrasi agaroz jelde ki
Gran buyuklikleri ve PCR baglanma derecesi tablo
1’de gosterilmistir. Reaksiyon sonrasi elde edilen
Uranler agaroz jel elektroforez islemine tabi tutularak
molekiiler agirliklarina goére ayristirilip ardindan UV
1tk altinda 406 bp bilyikliglinde bantlar coronavirus

N geni yoniinden pozitif olarak degerlendirildi.

Tablo 1. PCR amplifikasyon Urinleri, primer dizileri ve uzunluklari.
Table 1. PCR amplification products, primer sequences and lengths.

Primer Primer Dizisi (5’-3’) Biiytikliik (bp) Baglanma Derecesi Literatiir
N gen-F GCAATCCAGTAGTAGAGCGT

700 50°C
N gen-R CTTAGTGGCATCCTTGCCAA Cho ve ark"
N gen-nestedF  GCCGATCAGTCCGACCAATG 406 55 0¢ 2001
N gen-nestedR  AGAATGTCAGCCGGGGTAG

Dizi Analizi ve Filogenetik Analiz

PCR ve elektroforez islemleri sonrasi elde edilen
amplikonlardan dizi analizi icin uygun olan, yoreyi
temsilen bir 6rnek sekans reaksiyonuna tabi tutuldu.
Bu amagla hizmet alimi seklinde (Pendik Veteriner
Kontrol Enstitiisii, Genetik Laboratuvari, istanbul,
Tirkiye) DNA dizi analizi yaptirildi. Dizi analizi sonrasi
elde edilen islenmemis veriler ile gen bankasindan
elde edilen referans suslara ait niikleik asit dizisinin
BioEdit version 7.0.5 (16) bioinformatik programlarla

Clustral W yaziimi kullanilarak karsilastirildi. Ayni

programin ¢oklu hizalama (multiple alignment)
ozelliginden vyararlanilarak gen bankasindan elde
edilen diger referans viruslarla ve referans olmayan
diger Ulkelerde bildirilen yerel viruslarin kismi ve
komple genom dizileri ile hizalandi ve sonuglar
karsilastirildi. Ardindan MEGA v6.0 (17) programi ile
filogenetik analizi gerceklestirildi (Sekil 1). Bu amagla
fasta formatina cevrilen tim verilere Neighbour-
Joining metoduna goére bootstrap analizi (1000
Analizde 2’li

ve bootstrap degerleri

yapildi. Tamura’nin
kullanildi

filogenetik harita tzerinde gosterildi.

replicates)

parametresi
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BULGULAR

Erzurum ve c¢evresinde bulunan 6 farkl
bélgeden saglanan (Merkez, Oltu, Senkaya, Tekman,
Horasan, Hasankale) 54 ornekte yapilan PCR
sonuglarina gore nasal sivab ve doku 6rneklerinden
11 (11/54, %20.4) tanesinde coronavirus nikleik asidi
tespit edildi (Hayvan pazarn, 1/7 (%14.3); Merkez ilge
2/2 (%100); Tuzcu koyd, 3/5 (%60); Senkaya ilcesi 1/1
(%100) ve Horasan ilgesi, 4/10 (%40). Yapilan

incelemede akciger doku o&rneklerinin hi¢ birinde
pozitiflik elde edilemezken, pozitiflik sadece sivab
orneklerinde bulunmustur (11/46, %23.9). PCR
sonrasi elde edilen amplikonun dizi analizi sonrasi
filogenetik analizi gergeklestirildi. Coronaviruslarin 4
genogruba ayrildig1 gercegiyle, elde edilen susun
genelde sigir coronaviruslarinin da bulundugu grup

olan betacoronavirus A genogrubunda oldugu tespit
edildi (Sekil 1).

Sekil 1. Coronaviruslarin gen bankasindan alinan referans suslari ile elde edilen virusun filogenetik analizi.
Figure 1. The phylogenetic analysis of coronaviruses novel virus and reference strains obtained from Gene Bank.
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TARTISMA ve SONUC

(BHV1), Bovine
respiratory synsitial virus (BRSV), Parainfluenza virus-

3 (PIV-3), Bovine adenovirus (BAV-1), BAV-3, ve Sigir

Bovine Herpesvirus-1

Coronavirus enfeksiyonlari tiim diinyada oldugu gibi
Tirkiye'de de yaygin olarak gézlenmekte ve meydana
gelen ekonomik kayiplar nedeniyle 6zellikle gegimini
hayvancilikla saglayan bolgelerde daha da 6nem
kazanmaktadir. Tirkiye’de ve diinyada s6zii edilen
enfeksiyonlarin ayri ayri ya da bir arada incelendigi
bircok arastirma bulunmaktadir (1,18).

Bu calismada Erzurum ili ve ilgelerinden
anabilim dalimiza gonderilen 8 adet akciger 6rnegi ve
46 adet nasal sivab 6rnegine nested-RT-PCR testi
yapilmis ve % 20.4 pozitiflik elde edilmistir. Ayrica bu
orneklerden birinin dizi analiz sonrasi coronavirus
A grubunda oldugu

Alkan

ailesinin  Betacoronavirus

filogenetik olarak tespit edilmistir. ve
arkadaslarinin (12) i¢ Anadolu bélgesinde yaptig
199

respiratory coronavirusu tespit etmislerdir.

2 tanesinde
Bu

calismada sivab Orneginden
durum bizim sonucumuzla kiyaslandiginda yéremizin
respiratorik coronavirus varligi agisindan endemik bir
bolge oldugu sonucunu distindiirmektedir.
Ulkemizde coronavirusla

ozellikle enterik

miicadelede gebe ineklere gebeligin son doneminde

Corona, Rota ve E. coli kombine asilan
uygulanmaktadir. Ancak Ulkemizde direkt
respiratorik coronavirus’a yonelik asl

bulunmamaktadir (19). Yaptigimiz N geni tabanli
filogenetik analiz sonucunda hem enterik hem de
respiratorik sistemi etkileyen sigir coronavirusu yakin
iliskili olarak bulunmus olmasi mevcut enterik asinin
solunum sistemi enfeksiyonlari icinde koruyucu
olabilecegini diisiindirse de diger gen bolgelerinin de

kapsamli  deneysel

genis
calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

degerlendirilecegi

Mevcut calismada BCoV niikleik asit varhgi,
calisma materyali olarak secilen akciger doku 6rnegi
Bu

orneklerden sadece nasal sivablarda pozitiflik tespit

ve nasal sivab oOrneklerinde arastirildi.

edildi. Bu yonlyle 6nceki ¢alismalarla tutarli oldugu
tespit edildi. (12, 13).

Bovine
Avrupa Uulkesinde (2,4,20,21) ve Japonya’da (22)

eriskin sigirlar ve yenidogan buzagilarda solunum

coronaviruslar, Amerikada, birgok

sistemi enfeksiyonu ve/veya diyare etkeni olarak
tanimlanmistir. Turkiye’de de sigirlarda coronavirus
enfeksiyonu iliskili
bulunmaktadir (12,13).
varhg ve vyayginligi serolojik ve virolojik olarak

ile sinirh sayida  ¢alisma

Bu calismalarda virusun

arastirilmistir. Bu ¢alismalardan molekiiler olarak en
kapsamh g¢alisma Alkan ve ark.nin (12) yaptigi

calismadir. Molekiler tabanli olarak

gerceklestirdigimiz calismamizda bolgede elde edilen

susun genel sigir ve insan suslarinin  oldugu

Betacoronavirus A grubunda oldugu tespit edilmistir.
Ayni zamanda bazi (lkelerde asi susu olarak
kullanilan mebus susuda bu clusterda yer almistir.

Niikleotid benzerligi olarak insan susuyla %94.3

(HCoV/KF530067/0C43/USA), asi susuyla %96.8
(BCoV/U00735/Mebus/Vaccine) ve diger sigir
coronaviruslariyla en yakin %97.7
(BCoV/EU401982/0512/Korea) olarak tespit

edilmistir. Filogeni (izerinde farkli bir clusterda
yerlesim gostermediginden ve grup olarak da hem
tespit edilen sus hem de asi susunun ayni grupta
yerlesim gosterdiginden dolayi, Glkemizde solunum
sistemi karma asilarina coronavirus mebus susu
eklenerek bdlgemizde korunma saglanabilecegi
kanisina varilabilir.

Bu arastirma ile yéremizde solunum sistemi
enfeksiyonlari igerisinde coronoviruslarin  yeri,
yayginligi ve genetik karakterizasyonu molekiiler
yontemler kullanilarak  gergeklestirilmistir.  Bu
baglamda saha 6rneklerinin BCoV yoéniinden hizl ve
dogru bir sekilde tespit edilmesi, bu enfeksiyonun
kontroliinde oldukca onemlidir. Molekuler
tekniklerin ilerlemesi ile BCoV enfeksiyonunun hizli
ve duyarh teshisi, hastaligin kontrolliinde alinacak
asillama ve karantina gibi tedbirlerin hizli bir sekilde
uygulanmasinda  olduk¢a  degerlidir.  Boylece
salginlarin neden oldugu ciddi ekonomik kayiplarin

online gegcilebilecegi dustinlilmektedir.
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bu

olarak

Sonug olarak yapilan galisma

coronaviruslarin  molekiiler irdelendigi
Turkiye’de ikinci ve ilimizde (Erzurum) ilk c¢alisma
Bu

¢alismadan elde edilen veriler 1siginda BCoV’un ilimiz

olmasi agisindan da o6nem arz etmektedir.

hayvanciligi agisindan 6nemli bir problem oldugu ve
ekonomik olarak yoremiz ciftgisini etkileyebilecegi
sonucuna varilmistir. Ayrica prototip olarak Dogu
Anadolu bélgesi icerisinde sadece bir ilde (Erzurum)
yapilan bu ¢alismanin perspektifinin genisletilerek
tim Dogu Anadolu’yu kapsayacak sekilde yapilmasi
diisiincesindeyiz.  Solunum  sistemi viral asl
iceriklerinde bulunmayan coronaviruslarin 6zellikle
bolgesel olarak gelistirilebilecek karma asi mixlerinde

olmasi gerektigi kanisindayiz.
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Oz: Bu klinik olguda amag, dogal enfekte alti aylik buzagida gérilen kis koksidiyozisi olgusunu sunmaktir. Olgu materyalini,
Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi i¢ Hastaliklari Klinigine, klinik olarak ishalin goriildiigi ve iki buzaginin 8ldiigi ciftlikten
getirilen diyareli bir buzagi olusturdu. Klinik ve parazitolojik muayenede Eimeria zuernii tirinin neden oldugu perakut
koksidiyozis teshisi koyuldu. Gram digkidaki oocyst sayisi 78.000 olup, oocystlerin %95'i E. zuernii ve %5’ini ise E. bovis olusturdu.
Kis mevsiminde goriilen bu vaka ‘kis koksidiyozisi’ olarak tanimlandi. Buzagiya sulphamezathine ve destek tedavi uygulandi ve
iyilesme gorildi. Sonug olarak; kis aylarinda E. zuernii ile dogal enfekte buzagilarda perakut koksidiyozis olgulari dikkate
alinmalidir.

Anahtar Kelimeler: Buzag, Eimeria zuernii, Kis koksidiyozisi, Perakut koksidiyozis.

A Case of Winter Coccidiosis in Calves Naturally Infected by Eimeria zuernii

Abstract: In this clinical case report, winter coccidiosis was aimed to present in a six months old calf. The material of this case
was one of the diarrheic calves brought to the Clinic of Internal Medicine unit of Veterinary Faculty of Kafkas University from a
farm in which two of the calves had died. At the clinical and parasitological examination of the calf, it was diagnosed that
peracute coccidiosis caused by Eimeria zuernii. The number of oocysts per gram of faeces (OPG) was determined as 78.000.
Oocysts were composed of 95% E. zuernii and 5 % E. bovis. This case occurred in winter season was described as ‘winter
coccidiosis’. Sulpamezathine and supportive therapy were used for treatment of the case and recovery was observed. As a
result, the cases of peracute coccidiosis in calves naturally infected by E. zuernii should be considered in winter.

Keywords: Calf, Eimeria zuernii, Peracute coccidiosis, Winter coccidiosis.
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GiRiS
S igirlarda koksidiyozis Eimeria tirlerinin neden
bir hastahktir.  Ciftlik

hayvanlarinda ekonomik kayiplara yol agar. Sigirlarda

oldugu intestinal
kinik olgulara Eimeria bovis ve Eimeria zuernii neden
(2). 1-3 ayhk
buzagilarda goriiliir. ishalli buzagilarda 6liim orani
%10’lar diizeyindedir (2).

Hastalik subklinik, akut ve perakut koksidiyozis

olur Klinik koksidiyozis olgulari

olarak gorilar. Klinik belirtiler akut koksidiyozisin
gorildigi buzagilarda dikkati ceker. ishal, kilo kayb,
dehidrasyon ve tenesmus goralir. Daha yasl
sigirlarda subklinik enfeksiyonlar seklindedir (3,4).
Eimeria etkenleri bagirsak epitelyum hicrelerinde
merogonik cogalir. Patolojik olarak bagirsak epitel
hiicrelerinin yikimi, villus kaybi, emilimin bozulmasi,
enterit, dehidrasyon ve ishal olusur (1).

Koksidiyozis epidemiyolojisinde yetistirme tipi,
ahir tipi, hijyen durumu, beslenme, hayvanin yasi,
enterik enfeksiyonlar, nakiller, sutten kesilme,
dogum sezonu ve periparturient donem etkilidir (5-
8).

buzagilarda akut koksidiyozis olgularinin gériilmesine

Mevsim gecis donemleri ile soguk havalar

neden olur. Kis aylarinda perakut koksidiyozis
vakalari dikkat ¢eker (9-11).

Bu vaka bildiriminde Tirkiye'nin Kars yoresinde
dogal enfekte olan buzagilarda, E. zuernii tirinin
neden oldugu kis koksidiyozis olgusu sunuldu. Buzagi
ve geng sigirlarda o6zellikle kis mevsiminde klinik

koksidiyozis olgularina dikkat cekildi.
OLGU SUNUMU

Buzagilarda kis koksidiyozisi olgusu olarak teshis
edilen bu olgu; 19 Aralik 2014’de Kars ili Merkez
kdylerinden olan Cerme Koyi’'nde bir sigir ahirinda
belirlendi. Kars ili Tirkiye’nin Kuzey Dogu Anadolu
Bolgesi'nde yer alan, rakimi 1750 metre Gzerindeki
platoda olup, kis mevsimi uzun ve sert olarak geger.
Sigirlar Mayis-Ekim’de merada, Kasim-Nisan arasinda
ise ahirda bulunur. Bu vaka havalarin sogumasi ve kis

baslangicini takiben iki ay icerisinde gorilmistur.

Olgunun bulundugu ahirda inek ve buzagilar bir
arada olup, 15 sigir bulunmaktadir. Ahir modern tipte
olmayip, bakimsiz, hijyeni kétu olan kiiglik dlgekli bir
aile isletmesidir. Olgu; Kafkas Universitesi Veteriner
Fakiltesi i¢c Hastaliklari Anabilim Dali Kliniklerine
getirilen klinik olarak ishalli olan alti aylk bir
buzagidir. Hasta sahibinden alinan anamneze gore
daha 6nce ahirinda bulunan buzagilar ishal olmus ve
iki buzagi 6lmustir. Bu 6len buzagilara herhangi bir
mudahale yapilmamistir. Bunun (izerine yine ayni
ahirda ishal olan yani bu olguyu olusturan buzagi
Veteriner Fakiiltesi i¢ Hastaliklari Anabilim Dal
klinik

muayenesinde, vicut sicakhgl, nabiz ve solunum

Kliniklerine getirilmistir. Hastanin
sayisinin normal sinirlar igerisinde oldugu, tenesmus,
kanh ishal ve perineal bolgenin kanli diski ile bulasik
oldugu gorildi. Gorilebilir mukozalarda herhangi bir
anormal renk degisikligine rastlanmadi, lenf
yumrularinin normal buyuklikte oldugu belirlendi.

Tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi yapilan hematolojik

muayene sonucunda degerlerin normal sinirlar
icerisinde oldugu goruldu (Tablo 1, Sekil 1).
Tablo 1: Tedavi Oncesi ve sonrasi hematolojik

bulgular.
Table 1. Haematological findings before and after
treatment.

Tedavi Tedavi sonrasi
Parametre oncesi
(19.12.2014) (29.12.2014)
WBC m/mm3 7.99 9.46
RBC M/mm?3 6.16 8.28
Hct % 38.5 30.3
Hb g/dI 9.7 11.3
THR m/mm?3 968 358
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Sekil 1. Klinik koksidiyozisli buzagi.
Figure 1. Calves with clinical coccidiosis.

Hastaligin kesin tanisi igin rektumdan alinan
diski Eimeria oocystleri ydniinden incelendi. Doymus
tuzlu su flotasyon teknigi ile hazirlanan 6rnekler 2000

devir/ 3 dakika santrifij edildi. Yapilan kalitatif

inceleme sonucu Eimeria oocystleri goraldu (Sekil 2,

Sekil 3).
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Sekil 2. Eimeria zuernii ve E.bovis sporlanmis
oocystleri.

Figure 2. The sporulated oocysts of Eimeria zuernii
and E.bovis.

Sekil 3. Eimeria zuernii sporlanmis oocystleri.
Figure 3. The sporulated oocysts of Eimeria zuernii.

Coccidia oocystlerin yogunlugunu ve enfeksiyon
siddetini belirlemek icin McMaster teknigi ile gram
diskidaki oocyst sayilari (OPG) belirlendi. Yapilan bu
kantitatif inceleme sonucu gram digkida oocyst sayisi
78.000 olarak bulundu.

Hastaliga olan Eimeria tirlerinin
diski %2,5’luk

potasyum dikromat soliisyonunda (K2Cr.07) 27°C’de

neden

identifikasyonu icin ornekleri
etivde ¢ gln tutularak oocystlerin sporlanmalari
saglandi (1,4,12).

Oocystlerin morfolojik olarak buyukligu, cidar
yapisi, sekli, mikropil durumu, sporokist sekli ve
Mikroskobik  sahadaki

oocystlerin %95’inin renksiz, kiiresel sekilde ve 18.06

ozellikleri incelendi.
X 15.48 mikron oldugu tespit edildi. Bu oocystler E.
zuernii olarak tanimlandi. Ayrica mikroskobik sahada
%5 kadar goriilen oocystlerin ise piriform sekilde,
mikropili belirgin, sari-kahverenkli ve 28.38 X 20,64
mikron oldugu belirlendi. Bu 6zellikleri olan oocystler
ise E. bovis olarak identifiye edildi (Sekil 2, Sekil 3).

Yapilan parazitolojik incelemeler sonucu olgu; E.
zuernii tlrinin neden oldugu perakut koksidiyozis ya
da kis koksidiyozisi olarak teshis edildi. Tedavi
amaciyla sulphamezatine (CEVA-DIF®), berovit ®B12
(CEVA®), injacom-C (CEVA ®) uygulandi. Ayrica hasta
sahibine koksidiyozis kontrol tedbirleri konusunda

tavsiyelerde bulunuldu.

TARTISMA ve SONUC

Buzagilarin koksidiyozisi klinik olarak istahsizlk,
ani baslayan kotl kokulu, sulu, kan ve mukus igeren
ishal, tenesmus, perineal bolgesinin kanh diski ile
bulagik olmasi, anemi ve kalp frekansinda artisla
karakterize bir hastaliktir (13). Bu olguda da kanh
ishal, tenesmus ve perineal bdlgenin kanla bulasik
olmasi bu bilgilerle uyumlu bulunurken hematolojik
muayenede bitiin degerlerin normal sinirlar icinde
olmasi Ozellikle RBC ve Hb degerlerinin normalligi
hastada anemi sekillenmedigini gosterdi. Ayrica
gorilebilen mukozalarin normal goériiniimde olmasi
bunu destekler niteliktedir. Bu olguda anemi
sekillenmemesinin nedeni akut vaka olmasindan
kaynaklandig1 dusinald.
klinik

rastlanmaktadir. Olgunun gorildigi Kars yoresinde

Buzagilarda cocididisis  olgularina
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mevsiminde (Mayis-Ekim) merada

bulunurlar. Dogum mevsimi Mart ayinda baslar. Bu

yaz sigirlar
nedenle buzagilarda koksidiyozis olgulari ilkbahar
mevsiminde yaygin olarak goralir (5,14). Ancak bu
olgu hayvanlarin meradan doénmesini takiben
yaklasik iki ay sonra gorildi. Bu nedenle buzagilarda
kis koksidiyozisi olarak isimlendirildi.

Akut ve perakut koksidiyozis olgulari cogunlukla
buzagl (6 ayhga kadar) ve danalarda (7-12 aylik)
gorulir. Kis koksidiyozisi perakut seyreder. Genellikle
kis aylarinda ve stres faktorlerinin de devreye girdigi
donemlerde ortaya ¢ikar. Klinik olarak ishal,
tenesmus, dehidrasyonun yaninda sinirsel belirtiler
da
verilmektedir. Bu tip koksidiyozis vakalarinda 6lim
orani %80-90’lara kadar ¢ikabilir (11,15,16). Alti aylik

buzagida saptanan bu olguda mera sezonunu takiben

de goruldigu icin nervous koksidiyozis adi

ahira alinan buzagilarda goruldu. Kiiglk bir isletmede
ishal goralmus ve iki buzagi 6lmustir. Bunu takiben
ayni ahirda hastalanan ve ishal olan bir buzagi
hastaneye getirilmis ve bu vakaya koksidiyozis tanisi
koyulmustur. Hayvanlarin meradan kapal
yetistirmeye gecmesini takiben iki ay icinde bu olgu
saptandi. Bu olguda soguk havalarin (11) etkili oldugu
ve perakut koksidiyozisin gelistigi belirlendi.

Deneysel olarak yapilan bir ¢alismada sogugun
buzagilarda klinik koksidiyozise duyarliigi arttirdigi
bildirilmistir (17). Bu ¢alismada da soguk havalarin
yani kis ortaminin buzagilarda klinik koksidiyozis
olgularini ortaya ¢ikardigi disiintildi. Koksidiyozisde
predispoze faktor olan soguk ortamin ve mevsim
olarak kis sezonun o6nemli risk faktori oldugu
gozlendi. Ayrica bu olgu E.zuernii ile dogal enfekte
buzagilarda saptandi. Dogal enfekte buzagilarda ilk
defa bildirilen olgu 6zelligini tasimaktadir. Tlirkiye’de
kis mevsiminin etkili oldugu Kars yoresinde kis
aylarinda buzagilarda klinik koksidiyozis olgularina
dikkat cekildi ve pratikte dGnemi vurgulandi.

Klinik olarak ishal, mukuslu ve hatta kanli ishal
gorilmesi, gram diskidaki oocyst sayisini 50.000
lizerinde bulunmasi akut koksidiyozis olgularina
isarettir. Klinik olgularda g¢ogunlukla E.bovis ve
E.zuernii tirleri gorilir. Ishalli olan buzagilarda
oocyst sayisi normal diskili olanlara gore daha ylksek
(5,6,12).
diskidaki oocyst sayisi 78.000 bulundu. Sporlandirma

olmaktadir Bildirilen bu vakada gram

sonrasl yapilan oocyst identifikasyonu sonucu
E.zuernii ve E.bovis tirleri tespit edildi. Eimeria
zuernii oocystleri dominant tir (oocystlerin %95)
oldugu ig¢in E.zuernii’'nin neden oldugu kis
koksidiyozisi olarak tanimlandi.

Sonug olarak, buzagi ve danalarda mevsim gegis
donemleri ve kis aylarinda E.zuernii tiirliniin neden
oldugu dogal enfekte koksidiyozis olgulari dikkate
alinmali. Ozellikle buzagilarda ve gen¢ sigirlarda
perakut koksidiyozisin gorilebilecegi gbz oOnilinde

bulundurulmahdir.
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Oz: ineklerde uterus enfeksiyon ve yangilari daha ¢ok normal veya giic dogumlar sonucunda olusan negatif basing etkisiyle
veya doguma yardim girisimlerinin ardindan mikroorganizmalarca kontaminasyon sonucunda sekillenmektedir. Ayrica erken
postpartum sorunlara bagh olarak da uterus enfeksiyonlari gorilmektedir. Erken postpartum siregte sekillenen
enfeksiyonlarin tanisinda; inspeksiyon, rektal muayene, vajinoskopik muayene, histereskopi, ultrasonografi, sitoloji,
endometrial biyopsi, bakteriyoloji, polimeraz zincir reaksiyon yontemi, reagent test stripleri ve kan degerlerinin incelenmesi
gibi birgok muayene yontemi kullanilmaktadir. Sunulan bu derlemede; ineklerde postpartum dénemdeki enfeksiyonlarin
siniflandiriimasi ve tanimlanmasinda kullanilan muayene yontemlerine deginilmistir.

Anahtar Kelimeler: Muayene yontemleri, Postpartum dénem, Uterus enfeksiyonlari.

Examination Methods for Characterization and Definition of Endometritis in

Postpartum Period in Cows

Abstract: Uterine infection and inflammation occur as a result of contamination by microorganisms under the
influence of the negative pressure in normal or difficult labor or after delivery assistance initiative in cows. In
addition, uterine infections are seen depending on the problems in the early postpartum. For the diagnosis of
infections in early postpartum period; several testing methods such as inspection, rectal examination, vaginal
examination, hysteroscopy, ultrasonography, cytology, endometrial biopsy, bacteriology, polymerase chain
reaction method, reagent test strips and examining blood values are used. In the presented review, the
examination methods used in the classification and identification of infections in postpartum period in cows was
reviewed.

Keywords: Examination methods, Postpartum period, Uterine infections.
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GiRIS

D

gebelik 6ncesi durumuna dénmesine involiisyon,

ogum veya abortus sonrasi genital organlarin
anatomik, histolojik ve fonksiyonel olarak
involisyonun gergeklestig§i zaman dilimine ise
postpartum (pp) dénem veya puerperium denir (1).
ineklerde pp doénem siiresince; uterusun
involusyonu, myometrial kontraksiyonlar ve losiyanin
atilmasi, endometriumun rejenerasyonu, ovaryumda
siklik faaliyetlerin tekrar uterus

baglamasi ve

[imenindeki bakterilerin eliminasyonu siregleri
gergeklesir (2,3).

Hayvanin vyasi, sagim sikhg ve emzirme,
mevsim, dogum Oncesi ve sonrasi donemde goriilen
hastaliklar, bakim-besleme ve yetistirme sekli,
dogum sonrasi ovaryum aktivitesinin baslama zamani
ve verim dulzeyi gibi faktorler uterusun involusyon
siresini etkilemektedir (1).

Sunulan ¢alismada postpartum dénemde
gozlenen uterus enfeksiyonlarinin siniflandirimasi ve
bu enfeksiyonlarin tanisi igin kullanilan yéntemler

hakkinda bilgi vermek amacglanmustir.

1. UTERUS ENFEKSIYONLARI

Uterusun enfeksiyon ve yangilari ¢ogunlukla
normal ve gilic dogumlar sirasinda ve sonrasinda
olusan negatif basing etkisiyle veya doguma yardim
girisimlerinin ardindan mikroorganizmalarca
kontamine olmasi sonucu, retensiyo sekundinarum,
prolapsus uteri, metabolik hastaliklar gibi erken
doénem pp sorunlara bagl olarak sekillenirler. Ayrica

genital organlarin muayenesi sirasinda ya da sagaltim

girisimlerine  bagl  olarak  gelisen  uterus
enfeksiyonlariyla da karsilasilabilmektedir (1).
Uterus enfeksiyonlari, patojenik

mikroorganizmalarin mukozaya yerlesmesi, epitel
tabakaya kolonize olmasi ve bu mikroorganizmalarin
toksin liretmesi sonucunda olusmaktadir (4).

Uterus enfeksiyonlarinin tanimlanmasi ve klinik
siniflandinimasi; pp 21 gin igerisinde sekillenen,
uterusta genisleme ile seyreden, ates (> 39,5°C),
kirmizi-kahverengi ve kotl kokulu vaginal akinti

gozlenen, durgunluk, siit veriminde diisme veya diger

toksemi belirtileri ile karakterize uterus

enfeksiyonlari puerperal metritis olarak
adlandirilirlar. Postpartum 21 giin igerisinde, hastalik
belirtileri olmaksizin uterusta genisleme ve vaginada
purulent karakterde uterus akintisi tespit edilen
inekler klinik metritis olarak adlandirilabilirler (4).
Postpartum 3. haftadan sonra, sistemik enfeksiyon
belirtisi olmaksizin gesitli yogunlukta purulent veya
mukopurulent karakterli vaginal akinti gézlemlenen
(klinik

olarak

uterus enfeksiyonlari endometritis

endometritis, kronik endometritis)
tanimlanmaktadirlar (4,5). Vaginada purulent bir
akintinin olmadigi, genellikle sitoloji ile belirlenebilen
uterus endometriumunun vyangisi ise subklinik
endometritis olarak adlandirilir (4).

Uterusun yangisal degisikliklerinin patolojik
siniflandiriimasinda; yangi endometriumla sinirliysa
“endometritis”; uterus duvarinin i¢c katmanini daigine
alacak kadar yayginsa “metritis”, serozaya ulagsmissa
de

“parametritis” olarak isimlendirilmektedir (5).

“perimetritis” ve asici ligamenti iceriyorsa
Pyometra ise aktif bir korpus luteum (CL)

varliginda, uterusun lUmeninde purulent veya
mukopurulent karakterde bir akinti birikimi gézlenen
ve uterusta genislemenin sekillendigi olgulara verilen

isimdir (4).

2. POSTPARTUM SURECTE KULLANILAN MUAYENE
YONTEMLERI

2.1. inspeksyon

Puerperal metritisin sekillendigi durumlarda
lokal ve sistemik hastalik semptomlari goriilmektedir.
Postpartum 20. giin civarinda irinli veya kirli akintinin
goriilmesi veya postpartum 25 - 26. giinlerde kuyruk
ve perivaginal bolgeye bulasmis halde mukopurulent
akintinin gorilmesi ile klinik endometritis tanisi
(6,7).

myometrial kontraksiyonlarin da etkisi ile uterustaki

konulabilir Ostrus  doneminde artan

icerigin acilk olan serviksten disarilya akmasi

inspeksiyonla endometritis tanisi konulmasini saglar

(5).
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2.2. Rektal Muayene

Kronik endometritislerin tanisinda pratikte en
¢ok kullanilan muayene yontemlerinden biri olan
rektal palpasyonla, uterustaki asimetri, genisleme ve
icerik varligi ile uterus duvarindaki kalinlasmalar
belirlenebilir (8,9).

2.3. Vaginal Muayene

Vaginal muayenede, serviks girisi veya vagina
tabaninda purulent karakterli akintinin gézlenmesi
subakut ve kronik endometritisin  varhigini
gostermektedir (10).

Klinik ve subklinik metritislerin teshisinde
vaginoskopi kullanimi rektal muayeneye gére daha
Rektal

esliginde yapilan vaginoskopi, endometritis tanisinda

dogru ve daha spesifiktir (6). muayene
daha iyi sonug verir (11).

Vaginal akintilarin muayenesinde “Methricheck
kaudal

kommisurasindan vagina icerisine vyerlestirilir ve

aract” kullanilmaktadir. Ara¢ vulvanin
akinti fincan gibi olan bu aragla disari alinarak
muayenesi yapilir (7).

Endometritisli  hayvanlarda uterus akinti
skoruna bakilarak da enfeksiyonun siddeti tahmin
edilebilmektedir (12). Vaginal akinti skoruna gore;
temiz gecirgen mukusa sahip vaginal akintilar;
skor=0, gegirgen mukus orani daha yiiksek olmakla
beraber az miktarda irin igeren akintilar; skor=1, < %
50 az sari ve beyaz irin pargalari igeren akintilar;
skor=2, > % 50 sari ve beyaz pihti iceren akintilar;

skor=3 olarak siniflandiriimaktadir (4,6).

2.4. Histeroskopi

Histeroskopi, muayene igin  gelistirilmis
endoskopi cihazi ile uterus limeninin gozlenmesi
islemidir. Bu muayenede 6zel olarak Uretilmis rijit
endoskop  kullanilimaktadir. Endoskop, servikal
mukustan korumak amaciyla tek kullanimhik plastik
bir  kihf

yerlestirilir.

uterusa
takiben

icerisinde serviks gecilerek

Yerlestirme islemini
goriintiileme kolayhgl icin uterus igerisine hava
verilir. Bu muayenede uterusta sivinin varligr ve
endometriumda skar dokusu veya kizariklk olup
incelenebilir. yardimiyla

olmadig Endoskopi

herhangi bir vaginal akinti olmayan ve histeroskopide

pus goriintlsi belirlenemeyen ineklerden

endoskobun c¢alisma kanali vasitasiyla sitolojik
ornekleme de yapilabilmektedir (13).
Pozitif

dayanilarak histeroskopi

ve negatif tahmin sonuglarina

rektal palpasyon ve
vajinoskopiye gére endometritis teshisinde referans

metot olarak gosterilmektedir (13).

2.5. Ultrasonografik Muayene

Ultrasonografi ile kornu uteri ve serviks uterinin

¢api, endometrium kahnhg olgulebilir, uterus

[imenindeki sivi  birikimi belirlenebilir, boylece

endometritis varligi ve siddeti hakkinda bilgi sahibi
(5,10,12,14-17).

durumunda limende biriken sivi, kar tanesi benzeri,

olunabilir Uterus enfeksiyonu
hiperekojen goriintu alir ve yanginin siddeti arttikga
beyaz renk yogunlugu da artar (5).

Uterusta bulunan sivinin miktari uterusun yalniz
bir boliminde tespit edilebilecegi gibi siddetli
olgularda her iki kornuda da boylu boyunca birkag
santimetre kalinhginda sivi birikimine rastlanabilir

(5).
2.6. Sitoloji ve Endometrial Biyopsi

ineklerde endometrial sitolojik muayeneler
endometritis olgularinda 6nemli tani yéntemlerinden
biri olarak kabul edilmektedir (16). Sitolojik inceleme
yangi
pamuklu svaplar,

amaciyla endometrium ve hicrelerinin

toplanmasinda steril uterus
biyopsisi, uterus lavaji veya cytobrush teknikleri

kullanilabilir (4,5,9,16,18).

Hafif siddetteki endometritis olgularinda
biyopsi orneklerinin histopatolojik olarak
degerlendiriimesinde, epitel hlicre katmaninda

erozyon ve lamina propria katinda orta yogunlukta
notrofil ve lenfosit birikimi tespit edilmis, bazi
endometrial bezlerde ise dejenerasyon ve bu
bezlerin epitel hiicrelerinde nekrozlara rastlanmistir.
Orta siddetteki endometritis olgularinda ise; stratum
kompactum tabakasinda yogun lenfosit ve plazma
hiicresi birikimi gozlenmis ve endometrial bezlerin bir
kisminin cevresinde fibroblastik Gremeler ve kistik
yaplilar belirlenmistir (19).

Endometriumun sitolojik muayenesinde ya
cytobrush ya da uterus lavaji yapilarak alinan

orneklerdeki polimorfnikleer I6kosit (notrofil) sayisi
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belirlenerek endometritis tanisi
(9,16,20).

firgalar yardimiyla serviks uteri gegcildikten sonra,

yapilmaktadir

Cytobrush yonteminde, o6rnekler 6zel

kalinlagmis olan kornu uteriden alinmaktadir (16).

Uterus lavaji ise; uygun bir katater ile serviks
gecildikten sonra uterus igerisine yaklagik 60 ml % 0,9
sodyum klorir verilip, tekrar toplanmasi seklinde
yapilmaktadir (16).

Uterusun lavaji ile yapilan sitolojide cytobrush
teknigine gore daha fazla oranda kirmizi kan hiicresi
gorilmektedir. Uterus lavajinda hicreler sivi ile
birlikte alindigindan elde edilen hiicre miktan
cytobrush yontemine gore daha az, hiicrelerdeki
bozulma orani ise daha yulksektir (16). Ayrica
bir

tekrarlanabilir olmasidir (20).

cytobrush  yénteminin diger avantajl ise

Sitolojik olarak subklinik endometritisi tespit
edebilmek igin, vaginada herhangi bir puslu akinti
olmadigl durumlarda, pp 21 ve 33. giinler arasinda
alinan 6érneklerde noétrofil oraninin > % 18, pp 34 ve
47. glinler arasinda ise > % 10 olmasi gerekmektedir

(4).
2.7. Bakteriyolojik Muayene

bakteri

svap

ineklerde pp ddnemde uterustan

izolasyonu  amaciyla  endometrial ve
endometrial biyopsi yontemleri kullanilabilmektedir
(21). Genellikle uterusta enfeksiyon etkeni olarak;
Arcanobacterium pyogenes (A. pyogenes) ve Gram
negatif anaerobik mikrorganizmalar saptandigindan,
alinan bu érneklerin hem aerobik hem de anaerobik
ortamlarda kultire edilmeleri gerekmektedir (10).
Yapilan bir arastirmada subakut/kronik endometritis
oldugu belirlenen ineklerden pp 21. giinde alinan
uterus svaplarindan %65 oraninda A. pyogenes, %77
spp. %61 oraninda
Fusobacterium necrophorum (F. necrophorum) izole

edilmistir (2).

oraninda Bacteroides ve

2.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kullanimi

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain
Reaction, PCR) ile dogal ortamdan veya laboratuvar
kilturlerinden elde edilen deoksiribo nukleik asid
(DNA) genomunun kigik bir pargasi olan ribozomal
ribonukleik asid (rRNA) sekansi alinarak kdltire

edilmemis mikroorganizmalarin tanisi konulabilir ve

mikroorganizma kolonisindeki
belirlenebilir (22,23).

Bakteri ayriminin yaninda real-time PCR (RT-

genetik ¢esitlilik

PCR) yontemi ile endometritislerin tanisinda bazi
onemli yangi oncesi (TNFa, IL-1B, IL-6) sitokinler ve
(IL-8) de

Endometritisli yeni

notrofil  kemokin
bakilabilmektedir.

dogum yapmis veya dogumunun lzerinden 1 hafta

ana dizeylerine

ineklerde,

gecmis ineklere oranla uterus dokusundan elde
edilen TNFa geninin azaldigi gdzlenmistir. interlékin
1B geninin ise endometritisli ineklerde, dogumunun
Gzerinden 1 hafta gegcmis ineklere oranla distlg,
sonrasinda dogumunun Uzerinden 5 ve 7 hafta
gecmis ineklere oranla ise yiikseldigi gozlenmistir.
Endometritisli ineklerde IL-6 gen diizeyi, dogum ve
dogum sonrasi 7. haftalardaki ineklere oranla yiiksek
olarak bulunmustur. interldkin 8 diizeyi ise
endometritis gozlenen ineklerde dogum sonrasi 7.
haftadaki ineklere oranla yiksek bulunmustur (24).
ineklerde uterustaki prostaglandin profiline
gore de klinik ya da subklinik endometritis teshisi
yapilabilmektedir. Luteotropik etkili olan
prostaglandin E (PGE) gebeligin anne tarafindan
taninmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Subklinik
endometritisli oranindaki
PGE

olabilecegi diisiintilmektedir (25).

hayvanlarda gebelik

azalmaya, salinimindaki  dislisiin  sebep

2.9. Reagent Test Stripleri

Reagent test stripleri ile uterus lavajinin pH
(LE)

Bu yontem uterustaki

degeri, lokosit esteraz ve protein orani

incelenebilmektedir (26).
notrofil indirekt olarak belirlemek

oranini icin

kullanilabilmektedir. Temel prensibi; indoksil
karbonik asit esteri ile notrofillerden agiga cikan
esterazlarin reaksiyona girmesi sonucu mor renk
ilk

halkasina yerlestirilen strip 5 sn sonra cikarilir. Bu

olugmasidir. Vaginoskopi egliginde serviksin

islemden 2 dakika sonra ped Uzerindeki renk
degisikligine bakilarak tani konulabilmektedir (27).
Ayrica serviks gecildikten sonra uterus igerisine 20
mililitre (ml) steril % 0.9 sodyum klorur verilip, 5-8
ml’sinin aspire edilmesi sonucunda elde edilen
aspiratlarda da test yapilabilir. Endometritis tanisi
konulabilmesi icin LE miktarinin orta yogunlukta veya

daha fazla, protein miktarinin 300 ng/dl veya daha
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fazla ve pH degerinin ise 7.0 veya daha fazla olmasi
gerekmektedir (26).

2.10. Diger Yontemler

Akut faz proteinleri; yangi, enfeksiyon ve travma
sirasinda karacigerden salinan hepatik glikoprotein
dahil (28). Akut
proteinlerinden olan haptoglobulin (Hp) ve serum

grubuna proteinlerdir faz
amiloid A (SAA) kan serum konsantrasyonlarinin
erken pp dénemde, ge¢ pp doneme oranla daha
yiksek oldugu goézlenmistir (29). Klinik ve subklinik
endometritisli hayvanlarda B-hidroksibitirat, Hp ve
total sialik asit konsantrasyonu saglikli ineklere
oranla daha belirgin olarak yiiksek bulunmustur. Yine
klinik subklinik

endometritisli olanlara kiyasla, serum kalsiyum orani

endometritisli ineklerde,
diistk, serum aspartat aminotransferaz aktivitesi ise
(30). Siddetli

durumunda serum Hp dizeyinin arttig,

metritis
fakat

yiksek  bulunmustur
yanginin sadece endometrium tabakasinda sinirli
oldugu durumlarda serum Hp diizeyinin enfeksiyonu
yansitmadig belirlenmistir (31). Bir¢ok ciddi uterus
yangisinin kendiliginden iyilestigi gézlenmektedir. Bu
pp Hp SAA
konsantrasyonunun yiksek olmasi ile agiklanabilir
(32).

Creatine kinase (CK); kas spesifik bir enzimdir.

durum erken dénemde ve

Bu enzimin iskelet ve kalp kasindan sonra en fazla
bulundugu organ uterustur. Plazma CK seviyesi
endometritisli hayvanlarda sagliklilara oranla daha
yliksek olarak belirlenmistir ve enfeksiyonun
siddetine bagli olarak ta seviyesi artmaktadir (33).
Aspartate aminotransferase (AST); ineklerde
karaciger ve kas spesifik bir enzimdir. Uterusta
bu

serumdaki miktari, uterus patolojisinin siddetine

makroskobik olarak belirlenebilen enzimin
bagli olarak artmaktadir (5).

Serum CK ve AST dizeyleri ile endometritis
tanisinin, herhangi bir kas doku yikimlanmasi ya da
karaciger dejenerasyonunun séz konusu olmadigi
olgularda gecerli oldugu bildirilmektedir (31).

Doguma yakin dénemde kuru madde aliminin
azalmasina bagl olarak yag dokudan non-esterifiye
yag asitleri (NEFA) mobilize olur. Kuru madde
aliminin azalmasi ve NEFA diizeyinin ylkselmesi ile

bagisiklik sistemi baskilanir, inekler enfeksiyonlara

yatkin hale gelirler. Yapilan in-vitro calismalarda Ure,
bilurubin, NEFA ve B- Hidroksi butirik asitin (BHBA)
serum duizeylerinin endometritis teshisinde veteriner
sahada kullanilabilecegini gostermistir (34).

Subklinik endometritisli ve puerperal metritisli
hayvanlarda serum NEFA ve BHBA diizeylerinin
saglhkl hayvanlara gore anlamli dizeyde yiiksek
oldugu tespit edilmistir (35). Ayrica, prepartum
donemde plazma NEFA ve BHBA seviyesinin yiksek
olmasinin endometritis igin risk olusturdugu, kan dre
nitrojen (BUN) seviyesindeki artisin endometritis
riskini azalttig belirlenmistir (36).

Kaufmann ve ark. (37) tarafindan yapilan bir
calismada ise, vaginal muayene uygulanarak
endometritis tanisi konulan hayvanlarda serum BHBA
diizeyinin artmadig fakat sitteki aseton miktarinin
yukseldigi tespit edilmistir.

Yangisal bir mediatér olan nitrik oksit (NO);
makrofaj, notrofil, endotelyal ve epitelyal hiicreler
tarafindan salgilanir. Kan veya uterus sivisindaki nitrik
oksit duzeyindeki artisa bakilarak da endometritis
teshisi yapilabilmektedir (38).

Plazminojen aktivatérleri (PAs); Plazminojen
aktivatorlerinin iki cesidi olan urokinaz (u-PA) ve doku
tipi (t-PA); endometrial doku ve uterus sivisinda
bulunmaktadir. Endometrial biyopsi ydntemiyle
alinan uterus dokularinin incelenmesi sonucunda;
yaygin endometritis gézlenen ineklerde PAs aktivitesi
yuksek seyrederken, PAs inhibitérii ve plazminojen

inhibitor degerleri diisiik seyretmektedir. Fakat hafif

endometritis vakalarinda PAs aktivitesi, PAs
inhibitori  ve plazminojen inhibitér degerleri
endometritis gozlenmeyen ineklerle ayni
seyretmektedir (39).
SONUGC

Sonug olarak postpartum uterus

enfeksiyonlarinin tanimlanmasinda birgok yontem
kullanilmaktadir. Fakat kullanilan bu yodntemlerin
bircogu tek baslarina basarili sonuglar
vermemektedir. Bu nedenle birkag¢ farkli yontemin
bir arada kullanilmasiyla daha basarili sonuglar elde

edilebilmektedir.
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Oz: Suni tohumlama (ST), sigir yetistiriciliginde en yaygin sekilde kullanilan biyoteknolojik bir ydntemdir. ST basarisini
etkileyen en 6nemli faktorlerden birisi de Gstrusun dogru tespitidir. Sigirlarda kullanilan gesitli 6strus senkronizasyonu
yontemleri ile bu sorun asilmaya calisiimaktadir. Bu konuyla ilgili pek ¢ok arastirmaci farkli senkronizasyon yontemlerinin
gebelik orani Uzerine basarisini kiyaslamak amaciyla arastirmalar yapmislardir. Bazi bilim adamlari da farkli senkronizasyon
yontemleriyle birlikte bir takim maddelerin kullaniminin gebelik basarisi Gzerine etkilerini arastirmiglardir. Bazi arastirmacilar,
senkronizasyon yontemleri arasinda elde edilen gebelik oranlari agisindan fark olmadigini belirtmislerdir. Ancak, diger bazi
arastirmacilar da senkronizasyon yontemlerinden farkli gebelik orani elde edilebilecegini, hatta ayni irk iginde ayni
senkronizasyon yonteminin uygulandigi inek ve divelerde dahi farkli basari oranlarinin olabilecegini bildirmislerdir.
Senkronizasyonun basarisini ve gebelik oranini artirmak igin senkronizasyon yontemleri ile birlikte Vitamin E, GnRH, Fluniksin
meglumin, Beta-karoten ve eCG gibi vitamin ve hormonlar birgcok arastirmada kullanilimistir. Bu derlemede, sigirlarda
senkronizasyon ile birlikte kullanilan ve dol tutma oranini etkileyen faktorler ile ilgili glincel bilgiler sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: D&l verimi, Ostrus senkronizasyonu, Sigir, Suni tohumlama.

Practices Affecting the Conception Rates Following Oestrus Synchronisation
in Cattle

Abstract: Artificial insemination (Al) is the most common biotechnological method used in cattle breeding. One of the most
important factors on the success of Al is true determination of the oestrus. By using various oestrus synchronisation methods
in cattle, the problem concerned can be resolved. Numerous researchers conducted comparative studies about the effects
of different synchronisation methods on the pregnancy rate. Also, some workers investigated the effects of different
synchronisation methods by using certain substances on the pregnancy rate. Considering pregnancy, some researchers stated
that there was no difference between different synchronisation methods. On the other hand, some expressed that there was
a marked difference between different synchronisation methods based on the pregnancy rate. Further, they indicated that
there was difference between heifers and cows of same breeds exposed to the same synchronisation method. To increase
the pregnancy rate and success of synchronisation, some vitamins and hormones such as Vitamin E, GnRH, Flunixin
meglumine, Beta-carotene and eCG are used along with synchronisation methods in numerous studies. In this review, an up-
to-date data about the factors being used along with synchronisation methods and affecting the fertility rates are presented.

Keywords: Artificial insemination, Cattle, Oestrus synchronisation, Reproductive performance.
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GiRiS

S

karliligin saglanabilmesi igin, ticari sutgl isletmelerde

Ura reproduktif verimliligi, sttcgl isletmelerde

karliligin en 6nemli gostergesidir. Ekonomik

her inekten yilda bir buzagi alinmasi gerekmektedir
(1).

oncelikle 6strus tam olarak belirlenmeli, tohumlama

Belirtilen bu hedefin yakalanabilmesi igin
zamaninda yapilmali ve kayit sistemi titiz olarak
uygulanmalhdir (2). Ancak, birgok sttci siirlide 6strus
tespit orani %50’den az dizeyde olmaktadir (3). Bu
belli
zamanlarda kizginliklari uyardiklarindan veya 6strus
bir

tohumlamaya olanak verdiklerinden dolayl bu amag

nedenle, senkronizasyon protokolleri

tanisi  konulmaksizin  belirlenmis zamanda
icin uygundur (4,5).

Hayvancilik sektoriinde vazgegilmez 6neme
sahip olan reprodiksiyon biyoteknolojisi; sun'i
tohumlama, in vitro fertilizasyon (IVF), gen transferi
ve klonlama gibi birtakim yenilikleri kapsar. Bu
teknikler arasinda en etkin ve vyaygin olani,
spermanin dondurulmasi ve disi hayvanlarin suni
yolla  tohumlanmasi  esasina  dayanan  suni
tohumlama (ST) biyoteknolojisidir.

Ostrus tespit orani lireme performansi {izerine
dogrudan etki gosterir. Yetersiz ve yanlis tespit,
gebelik basina tohumlama sayisini, bos gegen giinleri
ve buzagilama araligini artirir. Bu nedenle, hem
tohumlamalarin uygun zamanda yapilabilmesi hem
de fertiliteyi artirmak icin c¢esitli senkronizasyon
yéntemleri gelistirilmistir (6). Ostrus ve ovulasyonun
istenilen zamana goére planlanmasina “Gstrus

(7).

senkronizasyonun baslica amaglari;

senkronizasyonu” denir ineklerde seksiiel

a) Ostrusun
belirlenebilmesi igcin  gerekli olan girisimleri
kolaylastirip zaman kaybini azaltmak, b) ekstansif
yetistirme kosullarinda ST’'nin kullanimini arttirmak,

c) embriyo nakli icin verici ve taslyici hayvanlarin

ostruslari  arasindaki zaman farkini  ortadan
kaldirmak, d) ostruslart kisa bir sire iginde
toplulastirmak, e) postpartum 45-56. gilinde

tohumlamalarin yapilarak yilda bir yavru aliminin

temin edilmesi ve f) inekleri 6strus belirtilerini

gozlemeden tohumlayabilmek seklinde 6zetlenebilir
(8).

Kizginhk senkronizasyonu veya ovulasyonu
uyarmayl amaclayan protokoller, laktasyondaki stitci
irk ineklerde kizginlk tespitine gerek kalmaksizin
etkili bir ST yapilmasina olanak saglamaktadir (9,10).
ineklerde &strus senkronizasyonu iki farkli esasa gére
yapilmaktadir. Bunlardan biri; siklik hayvanlarda
luteolitik  etkili

luteumun lutelize edilmesi, digeri ise progestagen

hormonlar kullanilarak korpus

uygulamalari ile kan progesteron hormonu diizeyinin

yuksek  tutularak, Ostrus ve  ovulasyonun

engellenmesidir (11). Etkili bir 6strus senkronizasyon

yonteminde, a) Ostruslarin 12-24 saat icinde

toplanmasi, b) yiiksek 6strus ve ovulasyon yanitinin
olusmasi ve c) bir ST uygulamasiyla yiiksek gebelik
oraninin elde edilmesi istenir (7).

Sigirlarda Ostrus senkronizasyonu amaciyla
prostaglandinF2a  (Kontrolli veya Kontrolslz),
ovsynch protokolii ve modifikasyonlari (Co-synch,
Heat-synch, Select synch) ve progesteronlar
(intravaginal veya deri alti implanti) gibi yontemler ile
bu farkl

kullanilabilmektedir.

yontemlerin kombinasyonlari

bahsi
bunlarin
ST

yapilmaktadir. Pek ¢ok bilim adami, bu yéntemlerin

Evcil sigirlarda, yukarida gecgen

senkronizasyon yontemleri ve cesitli

modifikasyonlari  kullanilarak uygulamalari

birbirine karsi ve ayni tir igindeki farkli gruplar

acisindan yavru verimine etkisini karsilagtirmak

amaciyla bilimsel ¢alismalar ylrGtmustir. Bu
calismalar sonucunda degerli sonuclar elde
edilmistir.

SENKRONiZASYON PROTOKOLLERININ

KARSILASTIRILMASI

Cosynch protokolli, ovsynch protokoliinde
oldugu gibi 0Ostrus gobzlemini gerektirmeyen bir
programdir. Ancak, ovsynch ile karsilastirildiginda
inekler i¢cin daha az zaman ve isglicii gerektirmesi

avantaj olarak nitelenebilir. Gozlem sayisi ile birlikte
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is glicii de 1/3 oraninda azalir. Cosynch protokoli

sonrasi elde edilen gebelik oranlari, ovsynch
12-18

tohumlamalardan elde edilen gebelik oranlari kadar

protokoliinde saat sonra yapilan

olamamaktadir (12).
kistik

ovaryumlu ineklerde daha etkili olmasina karsin,

Ovsynch ve presynch protokolleri,
heatsynch normal siklus gosteren ineklerde daha iyi
sonu¢ vermektedir. Anovulator hayvanlarda siklusu
kadar
Heatsynch protokolli, ahir ve

presynch - ovsynch  kombinasyonu
uyaramamaktadir.
gezinti alanlari zemini uygun olmayan isletmelerde
uygulanmamalidir. Yogun Ostrus davraniglari sonucu
kazalar olusabilir (12).

Nonsiklik ineklerde, selectsynch ve cosynch
protokolleri ile ayni oranda gebelik elde edilirken,
siklik ineklerde selectsynch protokoli ile daha ylksek
oranda (%70) gebelik elde edilmistir. Selectsynch
protokoliine baslamadan 7 giin 6nce, ilave GnRH
verilip protokolin sirdirilmesi andstrik ineklerde
siklik

hayvanlarda folikiiler gelisimi daha iyi senkronize

siklusu uyarabildigi  gibi, ve nonsiklik
etmektedir.

Presynch, siklik ineklerde ovsynch ve heatsynch
bir

uygulamasi

uygulamasinda gebelik oranini artiran etkili
(PG)

esnasinda, ozellikle postpartum dénemde, hayvanin

yontemdir. ilk prostaglandin
siklik olmasi gebelik oranini artirmaktadir. Presynch,
iyi bir resenkronizasyon yontemi degildir (13).
Progesteron destekli uygulamaya, ovsynch,
cosynch ve heatsynch protokollerinde ulasilan
gebelik oranlarini yukseltmek, nonsiklik olma stphesi
olan hayvanlarda fertiliteyi diizeltmek, dogal 6strus
olusumunda belirtileri artirmak ve repeat breeder
(RB)

progesteron, FSH ve LH salinimini tetiklemekte,

hayvanlar icin  basvurulmaktadir. ilave

gebeligin  sekillenme  oranini  artirmakta ve

sirdirilmesini desteklemektedir (1).

Erdem ve Glzeloglu (14), Holstein irki diivelerde
kulak implanti ile modifiye ovsynch senkronizasyon
yontemini uyguladiklari ¢alismada, elde edilen
gebelik oranini ovsynch yonteminde %57.9, kulak
implantinda ise %48.2 olarak belirlemisler ve oranlar
istatistiksel bir  fark

arasinda olmadigini

belirtmislerdir.

Cordoba ve Fricke (15), stit¢l ineklerde yapmis
olduklari ¢alismada ovsynch protokoli ve ovsynch
protokoliinden 12 giin 6nce PGF.a uygulamasi
yapmiglardir. Bu uygulamalar sonucunda, gebelik
%45.8,
protokoliinde %28 ve ovsynch protokoliinden 12 giin

oranlarini  kontrol grubunda ovsynch
once PGFa uygulamasi yapilan hayvanlarda ise
%30.7 olarak belirlemislerdir. Yapilan ¢alismalar
sonucunda, ineklere 12 gin once PGF.a enjekte
edilmesinin gebelik oranlarini 6énemli derecede
artirmadigl ve gebelik oranlari arasinda istatistiksel
olarak fark olmadigi gézlemlenmistir.

Yilmazbas-Mecitoglu ve ark. (16), 920 bas siitcl
inekte yapmis olduklari ¢calismada modifiye ovsynch
(1. GnRH + 6 glin sonra PGF2a + 56 saat sonra 2. GnRH
+ 16-18 saat sonra ST) yontemi ile ovsynch yontemini
(1. GnRH + 7 glin sonra PGF2a + 56 saat sonra 2. GnRH
+ 16-18 saat sonra ST) uygulamiglardir. Calismalar
sonucu elde edilen gebelik oranlari sirasiyla %40.9,
%43.8 olarak tespit edilmistir. Ovsynch yontemi
sonucu elde edilen gebelik oraninin modifiye ovsynch
yonteminden fazla oldugunu ve bu farkin istatistiksel
olarak énemli bulundugunu belirtmiglerdir.

Kara ve ark. (17), 48 bas Holstein irki inek ve
divelerde ovsynch

yaptiklari ¢alismada

senkronizasyon yontemini uygulamislardir.
Calismalar sonucunda gebelik oranlarini ineklerde
%50, divelerde %29.2 olarak tespit etmisler; ayrica,
ineklerde ovsynch yonteminin gebelik oranini 6nemli
derecede artirdigini ve bu farkin istatistiksel olarak

onemli oldugunu belirtmislerdir.

DOL TUTMA ORANINI
SENKRONiZASYONLA
UYGULAMALAR

ARTIRMAK AMACIYLA
BiRLIKTE YAPILAN

Aksu ve ark. (18), 84 bas Holstein irki inekte
senkronizasyon amaciyla yapmis olduklari ¢ift doz
PGF2a, ovsynch ve CIDR ydntemlerini birbiri ile ve her
bir grubu kendi arasinda kontrol ve E vitamini (600
mg) grubu olarak karsilastirmislardir. Arastirmacilar,
bu yontemlerle elde edilen gebelik oranlarini sirasiyla
%40, %23.1, %46.2, %53.3, %46.7 ve %53.8 tespit
etmislerdir ve vitamin E uygulamasinin gebelik
oranlarini sayisal olarak artirdigini, ancak bu farkin

istatistiksel olarak dnemli olmadigini bildirmislerdir.

207



Sigirlarda Ostrus Senkro...

Pekgok ve Aksu

(19),

protokoli

Emre ve ark. 55 bas sagmal inege

uygulanan  ovsynch ve ovsynch
protokoliinden 16 saat sonra ST yapmak amaciyla
¢alismalari iki gruba ayirmislardir. Tedavi grubundaki
ineklere tohumlamadan sonraki 13. gliniin aksami ve
14. gunlin sabahinda 12 saat arayla iki kez fluniksin
(FM) (1,1 mg/kg,

kontrol

enjeksiyonu
bir

uygulama yapilmamistir. ST'den sonraki 35. glinde

meglumin im)

uygulanmis, grubuna ise herhangi
transrektal ultrasonografi ile gebelikler tespit edilmis
ve kontrol ve tedavi gruplari igin sirasiyla %53.84 ve
%65.51 olarak belirlemislerdir. Calismacilar, FM ve
kontrol gruplari arasindaki farkin istatistiki olarak

onemli olmadigini, ancak tedavi grubunda kontrol

grubuna gore daha yilksek gebelik orani elde
edildigini belirtmislerdir. Arastirmacilar, ovsynch
protokolii ile  kombine tarzda  uygulanan

tohumlamadan 13 ve 14 giin sonra yapilan FM

uygulamalarinin  gebelik  oranini  artirmadigini
bildirmiglerdir.

Sénmez ve ark. (20), yaptiklari calismada yaslari
11-13 ay 114  bas

kullanmiglardir. edilen

arasinda degisen dive

Senkronize hayvanlara
tohumlamadan hemen sonra GnRH uygulanmasi
sonucu elde edilen gebelik orani (%71.4), GnRH
uygulanmayan senkronize edilmis diivelerin gebelik
oranlarina gére (%45.8) artis gostermesine ragmen,
farki

bulmuglardir. PGF2a ile senkronize edilen pubertal

aradaki istatistiksel ~ olarak  6nemsiz
diivelerde ilk tohumlama sonucu elde edilen gebelik
orani azalmistir. Bununla birlikte, tohumlamadan
hemen sonra GnRH uygulanmasi gebelik oranini
o6nemli derecede artirmamasina ragmen, fertiliteyi
olumlu yonde etkileyebilecegini belirtmislerdir.
Elibol ve ark. (21), postpartum 50-75. glnler
arasinda bulunan 60 bas Holstein irki inekte yapmis
olduklari galismada hayvanlarin dogal &strus,
ovsynch ve ovsynch + 12. glin GnRH programi ile
yapilan ST sonucunda gebelik oranlarini sirasiyla %75,
%55 ve %65 olarak elde etmislerdir. Gruplar arasinda
belirlenen gebelik oranlari arasinda istatistiksel bir
Sut

reprodiktif siirli idaresini kontrol edebilmek ve luteal

fark olmadigini belirtmislerdir. ineklerinde

yetersizlikleri  gidererek embriyonik  oliimlerin

olusturacag dol verimi kayiplarinda daha erken

tedbir alabilmek igin, ovsynch ve ovsynch

uygulamalarina ek olarak ST sonrasi 12. glinde
yapilan GnRH enjeksiyonlarinin yararli olabilecegi
kanaatine varmiglardir.

Kagar ve ark. (23), 225 bas inekte yapmis
olduklari galismada ineklerde B-karoten + Vitamin E
uygulamasiyla kombine edilen ovsynch ve cosynch
senkronizasyon programlarinin ST sonrasi gebelik
oranlarini nispeten artirdigl, dolaysiyla B-karoten +
Vitamin E ile senkronizasyon protokoliine destek
uygulamasinin postpartum donemde yiksek yavru
verimi yonlnden, sinirli diizeyde de olsa, faydali
olabilecegi kanisina varmislardir.

(23), sabit ST

uygulamasini takip eden 23. giinde DIB (bovine

Campos ve ark. zamanli
intravaginal device.) yontemiyle senkronize edilen
814 bas sigirda DIB’nin g¢ikariimasi ve ST, DIB’nin
¢ikarilmasi sirasinda 300 IU eCG, 200 IU eCG
uygulamasi ve DIB’nin gikariimasini takiben buzaginin
gegici
gruplar olusturmuslardir. Gebelik oranlarini sirasiyla
%61.3, %76.6, %63.3 ve %74 olarak tespit etmislerdir.

Gebelik oranlari arasinda farkhlik olmasina ragmen,

olarak anneden uzaklastiriimasi seklinde

istatistiksel olarak sadece 300 IU eCG uygulamasi ve
buzaginin gecici olarak anneden uzaklastiriimasinin
onemli oldugunu belirtmislerdir.

Nak ve ark. (4), 331 bas sttcl inekte ovsynch,
PRID+ PGF2a +PMSG, kulak implanti+ PGF2a +PMSG
uygulamasi yapmislar ve gebelik oranlarini sirasiyla
%42.2, %39.63 ve %45.94 olarak tespit etmislerdir.
Calismalar sonucunda gebelik oranlari arasinda
farklilk olmasina ragmen, istatistiksel olarak bir fark
olmadigini belirtmislerdir.

Brusveen ve ark. (24), 927 bas Holstein irki
inekte ovsynch, cosynch + 48 saat sonra GnRH + ST ile
cosynch + 72 saat sonra GnRH + ST calismasi
yapmislar ve gebelik oranlarini sirasiyla %38.6, %29.2
ve %25.4 olarak belirlemislerdir. Yapilan ¢alismalar
sonucu elde edilen gebelik oranlari arasinda fark
oldugu ve bu farkin istatiksel olarak énemli oldugu
belirlenmistir.

SONUGC

Sonug olarak, yapilan c¢alismalar goz o6niine
alindiginda sigirlarda  kullanilan  senkronizasyon
yontemlerinden elde edilen gebelik oranlari farkhlik
gostermektedir. Bazi arastirmacilar senkronizasyon

yontemleri arasinda elde edilen gebelik oranlari
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acisindan fark olmadigini belirtmislerdir. Ancak, bazi
arastirmacilar da senkronizasyon yontemlerinde
farkli gebelik orani elde edilebilecegini, hatta ayni irk
icinde ayni senkronizasyon yénteminin uygulandig
inek ve dilvelerde dahi farkhh basarilarin ortaya
konulabilecegini bildirmislerdir. Yapilan ¢alismalarda
kullanilan senkronizasyon ydntemleriyle birlikte bir
takim uygulamalarin gebelik oranini etkilemesi ile
Cesitli
senkronizasyon yontemleri ile birlikte uygulanan

ilgili  pek ¢ok c¢alisma yapilmistir.
Vitamin E, GnRH, Fluniksin meglumin ve 3 karoten +
vitamin E uygulamalarinin gebelik oranlarinda sadece
sayisal bir artisa neden olurken, DIB protokoll
resenkronizasyon uygulamasiyla birlikte uygulanan
300 IU eCG ve buzaginin gegici sireyle anneden
(P<0.05)

Hem

ayrilmasinin  gebelik  oranini  6nemli

derecede arttirdigini bildirmislerdir.
senkronizasyon basarisini hem de gebelik oranlarini
artirmak amaciyla sigirlarda senkronizasyonla birlikte

ilave uygulamalarin faydali olacagi 6nerilmektedir.
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Oz: MikroRNA’lar (miRNA) kodlama yapmayan 21-24 niikleotid uzunlugunda RNA molekiilleridir. Genel olarak translasyonun
baskilanmasina veya mRNA’nin yikimlanmasina neden olurlar. MikroRNA ilk kesfedildiginde solucanlarda olagandisi spesifik
gen ekspresyon mekanizmasi olarak dislinilmesine ragmen, artik giinimiizde Okaryotlarda 6nemli gen ekspresyon
dizenleyicisi olarak kabul edilmektedir. MikroRNA biyogenezi ¢ekirdekte RNA polimeraz Il araciliginda transkripsiyon ile
baslar ve hairpin yapisinda olgun miRNA dizisini iceren uzun miRNA (pri-miRNA)’dan olusur. Hairpin yapisi Drosha (RNAaz IlI
enzimi) ve kofaktori DiGeorge kritik sendrom bolgesi 8 (DGCR8)'den olusan mikroprosesor tarafindan kesilir. Olusan
prekiirsor miRNA (pre-miRNA) nikleustan Exportin-5 ile sitoplazmaya tasinir ve diger RNAaz Il enzimi olan Dicer tarafindan
21-24 niikleotid uzunlugundaki dubleks miRNA’ya kesilir. Olgun diziye kesilecek olan iplik miRNA, RNA indiklenmis susturma
kompleksinde (RISC) Argonaute’a yiklenir. MikroRNA'nin 2-8 nukleotidlik g¢ekirdek dizisi hedef mRNA ile tam olarak
eslendiginde mRNA’nin destabilizasyonu saglanir. Ancak tam olarak eslenmedigi zaman translasyonal baskilanmaya neden
olur. MikroRNA’larin gelisim, farklilasma ve diger fizyolojik fonksiyonlarda dnemli rol aldigi gosterilmesine ragmen, diizensiz
ifadesi durumunda farkl patolojik olaylar ile iliskilendirilmistir. MikroRNA biyogenezinin farkli fizyolojik siireclerde ve
hastaliklarda epigenetik etkisinin molekiler diizeyde anlasiimasinin potansiyel 6nemi bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Biyogenez, Gen ekspresyonu, MikroRNA.

MicroRNA Biogenesis

Abstract: MicroRNAs (miRNA) are non-coding RNA molecules with 21-24 nucleotide length. Basically, miRNAs cause either
inhibition of protein translation or degradation of mMRNA. Although it was thought to be an unusual specific gene expression
mechanism when first discovered, it is now accepted as a pivotal regulator of gene expression. Biogenesis of miRNA begins
with RNA polymerase Il in nucleus and turns out to be long hairpin that contains mature long miRNA sequence (pri-miRNA).
Hairpin structure is cleaved by microprocessor complex composed of Drosha (RNAse Ill) and DiGeorge critical syndrome
region 8 (DGCR8). Pre-miRNA is transported by Exportin 5 from nucleus to cytoplasm and in turn cleaved to 21-24 nucleotide
long miRNA duplex by RNAse Il (Dicer). The strand converted to mature sequence is loaded to Argonaute on RNA induced
silencing complex (RISC). MicroRNAs has seed a sequence, 2-8 nucleotide in length. When the seed sequence binds to target
mRNA with a perfect complementarity, it destabilizes the mRNA. However, when it binds to target mRNA with imperfect
complementarity, causes the inhibition of translation. Although miRNAs play role in development, differentiation, and other
physiological events, aberrant expression of miRNA is associated with different pathological conditions. The understanding
of epigenetic effect of miRNA biogenesis on different physiological processes and diseases has potential importance at the
molecular level.

Keywords: Biogenesis, Gene expression, MicroRNA.
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GiRiS

MikroRNA (miRNA), 1993 yilinda iki bagimsiz

galismada  (1,2) es zamanh  olarak
Caenorhabditis elegans (C. elegans)’da gen
ekspresyonunun postranskripsiyonel dizenleyicisi

olarak kesfedilmistir. Lin-4 olarak kesfedilmis miRNA,
hedef genin ekspresyonunu azalttigi ve DNA dizi
analizinde protein arandndn bulunmadig
gozlenmistir (1). Protein kodlayan genlerin genomun
kiguk bir (%0.5-2) ifade edildigi

bilinmesine ragmen, miRNA’lar memeli, sinek ve

kismindan

solucan genlerinin sadece %1-2'sini olusturmaktadir.
Ayrica, her bir miRNA’nin yiizlerce hedef geni kontrol
edebildigi tahmin edilmektedir (3). insan genomunda
kodlanan binlerce miRNA vardir ve bu miRNA'larin
hedef genlerinin hiicre gelisimi, farklilagmasi,
proliferasyonu ve apoptosis yolaklarinda diizenleyici
Ancak, miRNA
ekspresyonunun bircok hastalik patogenezinde yer
aldigi bildirilmektedir (4). Bu agidan bakildiginda,
miRNA

vazgecilmez

roli  bulunmaktadir. dizensiz

aracili  gen onemli

bir

ekspresyonu ve

mekanizma  olarak  kabul
edilmektedir.

Aslinda, miRNA aracili gen dizenlenmesi RNA
interferans (RNAI) olarak bilinen mekanizmanin bir
parcasidir ve bazi kiguk RNA’lardan (6rn; siRNA,
PiRNA) siRNA’lar

nikleotid diziler olarak spesifik hedef genlerin

olugmaktadir. komplementer

ekspresyonunu baskilarken, piRNA’lar germ hatti

bitunlik ve fertiliteyi surdiren aktif mobil
elementlerin fonksiyonunu engellemektedir (5).
Lin-4’Un, Lin-14 mRNA’sInIN 3’-UTR

(untranslated region) bolgesinin (2) tamamlayici olan
22 ve 61 nikleotidlik (1) iki transkripti mevcuttur. Lin-
14 mRNA’si farkh tirlerin embriyosunda ve C.
elegans’in 1.
proteinini kodlamaktadir (2). Lin-14’4Gn RNA-RNA

interaksiyonu Lin-4 ile baskilanir ve LIN-14 protein

larva asamasinda mevcut LIN-14

seviyesinde dnemli oranda azalisa neden olur, ancak
Lin-14 mRNA seviyesi sabit kalir. Bu bulgular, Lin-4’ln
Lin-14’Gn kodlama yapmayan bdlgesine eslenmesi,

LIN-14 proteini’nin baskilanmasi sonucunda 1. larva

asamasindan 2. larva asamasina gecise neden olan
bir modeli ortaya ¢ikarmistir (1,2). Daha sonra, ge¢
larva doneminden yetiskin hiicre donemine gegise
izin veren Let-7 kesfedilmistir. Lin-4‘e benzer olarak,
Let-7’de Lin-41’in translasyonunu baskilayan 21
nikleotidlik dizenleyici bir RNA kodlamaktadir.
Northern blot analizinde, Let-7'ninde 21 ve 70
nikleotidlik iki (6).

Drosophila, insan ve diger tirlerde de Let-7 RNA’sinin

transkripti tespit edilmistir
varligi tespit edilmistir (7). Daha sonra, gelisim
asamalarindan ziyade sadece belli hiicre tiplerinde
ifade edilen, 21 nikleotidlik, kiglik diuzenleyici
RNA’lar D. melanogaster’ de kesfedilmis ve bu kigik
RNA’lar mikroRNA’lar

isimlendirilmistir (8). miRNA’larin kesfinden sonra

diizenleyici olarak

diger hayvan ve bitki tlrleri ile tek hiicreli canhlarda
ik

da varligi saptanmistir. zamanlarda, insan
genomunda 250 miRNA'nin varligi tahmin ediliyordu
(7). Ancak, gincel miRNA veritabaninin 21.

Versiyonunda, 223 canli tlirinde 28645 hairpin
prekirsorii ve 35828 olgun miRNA'nin gen ifadesi
bulunmaktadir (9).

1. MikroRNA Biyogenezi

miRNA biyogenezi, cekirdekte RNA polimeraz Il
araciliginda transkripsiyon ile baslamakta ve hairpin
(pri-miRNA) olusmaktadir (10). Hairpin yapisi, Drosha
(RNAaz Il enzimi) ve kofaktéri DiGeorge kritik
sendrom bolgesi 8 (DGCR8)'den (Pasha) olusan
mikroprosesor tarafindan kesilir ve 60-70 niikleotid
mMiRNA'nin  (pre-miRNA)
olusmasina neden olur. Prekiirsor hairpin nikleustan

uzunlugunda prekiirsor

Exportin-5 (XPO5) ile sitoplazmaya tasinir ve diger bir
RNAaz Il

niikleotid uzunlugunda dubleks miRNA’ya kesilir.

enzimi olan Dicer tarafindan 21-24
Olgun diziye kesilecek olan iplik, miRNA indiklenmis
susturma kompleksini olusturan (RISC) Argonaute’a
miRNA RISC'i
ya da

translasyonal baskilanmaya neden olur (Sekil 1).

yuklenir. Eksik baz eslesmesiyle,

indiikler ve mRNA destabilizasyonu
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Sekil 1. Genel mikroRNA yolagi (Yang ve Lai'den
diizenlenmistir, 11).

miRNA: mikroRNA, DGCR8: DiGeorge kritik sendrom
bolgesi 8, Drosha: RNAaz Ill enzimi, GTP: guanozin
trifosfat, RAN: RAs-iliskili NUkleer protein, RISC: RNA
indiklenmis susturma kompleksi, pri-mikroRNA:
primer mikroRNA, TRBP: HIV-1 TAR RNA-baglanma
proteini.

Figure 1. General microRNA pathway (Adapted from
Yang and Lai, 11).

miRNA: microRNA, DGCR8: DiGeorge critical
syndrome region 8, Drosha: RNAse Ill enzyme, GTP:
guanosine triphosphate, RAN: RAs-related Nuclear
protein, RISC: RNA-induced silencing complex, pri-
microRNA: primary microRNA, TRBP: HIV-1 TAR RNA-
binding protein.

Tam eslesme

mMRNA hedef kesimi Translasyon baskilanmas:

2. MikroRNA Genleri

Okaryotik organizmalar yiizlerce miRNA genini
kodlamaktadir. Bazi miRNA’lar protein kodlayan

genlerde, bazilari ise kodlama yapmayan
transkripsiyon Unitelerinde bulunurlar (12). Memeli
miRNA’larinin %70’i intronlarda ve ¢ogunlugu protein
kodlayan genlerde yer alir. Geriye kalan miRNA’lar
kodlama yapmayan transkripsiyon Unitelerinde esit
intronik

Alternatif olarak C
%15'i

kontrolii altindadir.

oranlarda  ekzonik ve bolgelerde

bulunmaktadir.
miRNA’larin

elegans’ta
konak¢l genin promotorunun
Geri

tarafindan

kalanlar ise bagimsiz
(13).

miRNA genlerinin %30’u protein kodlayan genleri

promotorlar dizenlenmektedir
antisense yoniinde Ust Uste getirir ve miRNA’y1 kendi
promotorlariile birakir. Bazi durumlarda, konakgi gen
ile miRNA arasinda ekspresyonda karsilikli direkt bir
iliski bulunmaktadir (14).

“Kiimeler” olarak bilinen ve uzun
transkripsiyonel Uniteler halinde ifade edilen ¢oklu

miRNA’lar yaygin olarak bulunmaktadir (15).

Genomik diizen igindeki miRNA’lar bazi durumlarda
bir miRNA ailesinin Gyeleri olarak ele alnir. Tipik
olarak, genomik lokalizasyona bakilmaksizin bir
miRNA ailesi 2-7 niikleotid uzunlugunda cekirdek
dizisini paylasan biitiin miRNA’lari kapsamaktadir (3).
Ornegin, insan genomunda Let-7 ailesinin 13 farkl
Gyesi vardir ve bunlarin 7 tanesi kiimeler icinde diger
Let-7 miRNA’lari ile birlikte bulunmaktadirlar (16).
miR-34 ailesi 6zdes ¢ekirdek dizisi olan li¢ miRNA’dan
(a, b, c) olusmakta ve birgok tiirin gametlerinde
gametogenezde ©nemli rol oynayan degisken
(17). Hedefin

taninmasinda g¢ekirdek dizisi belirleyici oldugu igin,

ekspresyon  profiline  sahiptir
miRNA aileleri ortak genleri diizenleme kapasitesine
sahiptir (12). Ornegin, protein kodlayan dynamin-3
miR-3120"yi
bulundururken, ayni introna sahip antisense ipliginde
ise miR-214'U bulundurmaktadir (18).

anlamh ipliginin  intronu icinde

3. MikroRNA’nIn Transkripsiyonu

miRNA’larin biyik cogunlugu RNA polimeraz Il
ifade
transkripti olarak bilinen ilk RNA’lar diger RNA
polimeraz Il transkriptleri gibi 5" metillenmis sapka ve
3 (19), Alu
tekrarlarina yakin olan miRNA’larin RNA polimeraz llI

tarafindan edilmektedir. miRNA primer

poliadenillenmis  kuyruk alirken
tarafindan transkribe oldugu gosterilmistir (20).
miRNA’nin intronik oldugu durumlarda, prekirsoriin
mRNA
gelebilmektedir (21). insan miRNA’larinin genom
miRNA’larin  kendi

haritalarini ve kromatin imzalarini ortaya ¢ikarmistir.

salinimi splicingden 6nce meydana

kapsamli analizleri promotor
Ayrica bu galismalarda intronik miRNA’larin 1/3’tGndn
konakg¢i genlerinden bagimsiz ifadesi gosterilmistir.
Bunun yani sira, miRNA’lar transkripsiyon baslangi¢
bolgelerinin  upstream  dizilerindeki  binlerce
niikleotid icinde lokalize olabilir. Birgcok promotor, Pol
Il protomorlarinin 6zelliklerine benzer TATA kutusu
ve baslangi¢c elemanlarini kapsamaktadir (22).

miRNA’lar ile

Transkripsiyon  faktorlerini

karsilastirmak icin genom kapsamli ¢alismalar
yapimistir. Fare embriyonik kék hiicrelerinde, Oct4,
Sox2, Nanog ve Tcf3’in de iginde bulundugu
pluripotent transkripsiyon faktorleri fare embriyonik
ifade miRNA’lar

iliskilendirilmistir (23). miR-3960’Iin transkripsiyon

kék hicrelerinde edilen ile
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faktorlerini kodlayan 73 mRNA’nin 3’-UTR’inda hedef
baglanma bolgesi bulunmaktadir (24). Transkripsiyon
faktorleri miRNA ekspresyonunu pozitif veya negatif
olarak diizenleyebildigi icin, geri besleme dongisii
miRNA'nin kendi ekspresyonunu baskilayabilir veya

artirabilir.

3.1. Pri-mikroRNA’nin islenme Siireci

RNA polimeraz 1l tarafindan pri-miRNA
transkriptlerine kesilen miRNA’lar, mikroprosesor
kompleks tarafindan prekirsor formuna
donistirilmektedir (25). Mikroprosesor kompleks
RNAaz Il enzimi Drosha ve DGCR8'den (DiGeorge
syndrome critical region 8 ve ayrica Drosha’nin
partneri Pasha olarak bilinir) meydana gelmektedir
(25,26). RNAaz I RNA’yi
karakteristik olarak pre-miRNA’nin 3’ ucunda 2
nukleotidlik bir ¢ikinti birakmaktadir (26). Drosha,

primer transkriptten hairpin yapisinin salinmasi icin

enzimi kesmekte ve

bir kesik yapimindan sorumlu iki tane RNAaz IlI
domaini icermektedir (26). Drosha bir tane taninabilir
cift-iplikli RNA baglanma domainine (dsRBD) sahiptir.
Ancak, Drosha RNA substratina direk olarak baglanan
iki dsRBD’li DGCR8'e ihtiya¢ duymaktadir (27).
Mikroprosesér kompleks, hiicre iginde ¢ok
sayilda miRNA'nin islenmesinden sorumludur. Bu
nedenle, RNA’nin yapisi, mikroprosesér kompleks
tarafindan taninma agisindan RNA dizisinden daha
onemlidir. Primer transkript icinde, yaklasik 65
niikleotidlik prekiirsor dizisi terminal loop’u takiben
kismi baz-eslemesi olan kok bolgesini kapsar.
miRNA’da birka¢ 6nemli yapisal komponentin varligi
bildirilmistir. Bu komponentin olusumunda ise;
prekirsor hairpin yapisinin, gift iplikli kékan, koki
yanlarindan destekleyen tek iplikli RNA segmentinin
(ssRNA) ve 10 niikleotide sahip olan terminal ilmigin
6nemi vurgulanmistir (28,29). Drosha’nin  kesim
bolgesinin genel olarak tek iplik bazal boélgeden
kokiin temeline olan mesafenin belirlenmesiyle
ayarlandigi ve bunun i¢in ilmik yapisina gerek
duyulmadig gosterilmistir (29). Ancak, terminal
ilmigin kesim reaksiyonunun etkinligi Gizerine biylk
derecede etkisi bildirilmistir (30). in vivo olarak
primer miRNA’dan prekiirsér miRNA’nin tam olarak
saptanmasi ve islenmesi icin tek iplikli yan dizi
hairpin  koka terminal ilmik

(flanking), ve

mikroprosesoriin ¢alismasina katkida bulunmaktadir.

Primer-miRNA’nin islenmesi hicredeki
mikroprosesor miktari ile dizenlenmektedir. Drosha
ve DGCR8 post-transkripsiyonel olarak birbirlerini
diizenledigi icin mikroprosesor seviyesi otomatik
olarak dizenlenmistir. Mikroprosesoér kompleks daha
sonra, DGCR8 mRNA’sinin 5’-UTR ucunda prekiirsor
miRNA’ya benzeyen hairpin yapisina baglanmakta ve

MRNA’yI kesmektedir (31).

3.2. Prekiirsor =~ MikroRNA’larin
Sitoplazmaya Tasinmasi

Niikleustan

in vitro ve in vivo ortamlarda XPO5, Ran-GTP
bagiml durumlarda pre-miRNA’lara yuksek afinite ile
miRNA’lar

hiicre ¢ekirdeginden

baglanmakta ve prekiirsor Dicer

tarafindan islenmek igin
sitoplazmaya tasinmaktadir (32). Nikleer tasima
reseptorl, kofaktér Ran-GTP kullanilarak RNA hiicre
cekirdeginden tasinir. GTP sitoplazmada GDP’ye
hidrolize olmakta ve RNA’nin salinmasina izin
vermektedir (33). XPO5’in tasiyict roli disinda,
ekzoniikleazlar tarafindan

meydana gelen

degredasyonu engelleyerek pre-miRNA’lar
dengelemektedir (28). Genel olarak bakildiginda,
XPO5 prekirsér miRNA’y1 cekirdekten sitoplazmaya
tasimanin yani sira Dicer mRNA’sinin da sitoplazmaya

tasinmasina aracilik etmektedir (34).

3.3. MikroRNA Olgunlagsmasi

Pre-miRNA’lar 21-24 niikleotidlik olgun forma

donusebilmek igin  cekirdekten  sitoplazmaya
tasininca Dicer tarafindan islenirler. Aslinda, Dicer
uzun ¢ift zincirli RNA’lari (dsRNA) RNA susturma
yolagindaki 22 niikleotidlik kiiglik susturucu RNA’lara
kesmekle sorumludur (35). Farkli hayvan ve bitki
turlerinde helikaz, PAZ, dsRNA baglanma ve 2 tane
RNAaz Ill domainin varligi ile karakterize olan Dicer
PAZ domaini

miRNA’nin kék kisminda gikinti yapan 2 nikleotidlik

proteini  sentezlenir. prekirsor
diziyi tanir. Prekiirsér miRNA’lar Dicer’a dizgin bir
sekilde ylklenince, her bir RNAaz domaini ipliklerden
birini keserek ilmek yapisinin serbest birakilmasini
(36).
niikleaz domaini ¢evresinde oldugu ve prekiirsér
miRNA’da ilmek bolgesini
katkida bulunabilecegi bildirilmistir (37).

saglamaktadir Dicer'in helikaz domaininin

bulunan tanimasina
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3.3.1. MikroRNA Olgunlasmasindaki Onemli yoldan diizenlenmektedir.
Faktorler
3.3.2. Argonaute Proteini Aracii MikroRNA
Dicer aktivitesi c¢ok sayida farkli protein Olgunlasmasi
etkilesimi ile duzenlenebilmektedir. Dicer stres

yanitinin bir parcasi olabilir ve interferonlar Dicer

ekspresyonunun 6nemli bir dlzenleyicisi olarak
tanimlanmaktadir (38). Dicer’in kesim etkisini artiran
bir etkilesimci protein HIV-1 TAR RNA-baglanma
(TRBP) proteini olabilir. Dicer memelilerde prekirsor
miRNA’yi olgun forma herhangi bir kofaktor olmadan
kesebilme yeteneginde olmasina karsin, TRBP bu
kesim aktivitesini artirmaktadir (39,40). TRBP’nin

prekiirsor miRNA kesiminde oynadigi rol tam olarak

bilinmese de, bazi c¢alismalar TRBP ve Dicer
etkilesiminin ~ Dicer  proteinini  dengeledigini
gostermistir  (40). Ancak, TRBP’nin olmadig

durumlarda Dicer seviyesinde herhangi bir etki
gozlenmemistir (41).
aktivitesi baz

Bircok durumda ise Dicer

proteinler tarafindan diizenlenmektedir. Bunlar
arasinda RNA baglanma proteini AUF1 (AU baglanma
faktéri 1) endojen Dicer mRNA’sina baglanarak
mRNA’sInIn

Uretimini

kurmakta ve Dicer
miRNA
baskilamaktadir (42). Bunun yani sira, diger bir RNA

kargihkl iligki

stabilitesini bozarak
baglanma proteini olan RNA baglanma maotifi
proteininin (RBM3) pre-miRNA islenmesini uyardigi
tespit edilmistir (43). Preklrsér miRNA’larin olgun
forma c¢evrilmesi ayrica monosit kemoatraktan
(MCPIP1)
uyarilabilir (44). Hucre iskeleti iliskili endoplazmik

membran protein (CLIMP-63),

protein indlklenmis protein-1 ile

Dicer ile yuksek

molekiler agirhkhh  kompleks yaparak Dicer

proteininin ayarlanmasina katkida bulunmaktadir
(45).

Bazi durumlarda Dicer proteini kendi katalitik
aktivitesini helikaz domaini yardimi ile negatif olarak
diizenleyebilir. Ancak, Dicer’in helikaz domaininin
delesyonu veya de mutasyonlarin kesim aktivitesinin
bu durumun

artmasinaneden ancak

miRNA’lara

oldugu

baglanma duyarhihgini etkilemedigi

bildirilmistir (39). Ayrica insan Dicer mRNA’sinin
kendisi de 3 tane korunmus Let-7 baglanma dizisinin
hedefidir (46). Bu acgidan bakildiginda prekirsor
mMiRNA'nIn olarak  Dicer

olgunlasmasi  genel

seviyesinin ve aktivitesinin ayarlanmasi ile bircok

miRNA’larin olgunlasmasinda kaginilmaz olan
Dicer aktivitesinin yanisira Argonaute proteinin de
miRNA olgunlagsmasinda 6nemi goz ardi edilemez.
Prekiirsér miRNA’nin in vivo olarak islenmesi olgun
miRNA Grlnlerinin miRISC’a (miRNA ile indiiklenmis
susturma kompleksi) birikimi ile iliskilendirilir ve bu
yiukleme kompleksi Dicer, TRBP ve Argonaute’dan
(47). Birgok miRNA'nIn

islenmesi icin Argonaute’in katalitik aktivitesine

meydana gelmektedir

ihtiyac  duyulmamasina  karsin, kompleksteki
Argonaute’in varligl olgun miRNA’nin yiklenmesine
olanak saglamaktadir. Bazi durumlarda Argonaute,
miRNA’lar

Gzerine gercgeklestirmektedir. Memeli hiicrelerinde

endonikleotik aktivitesini pre-kirsor
Ago2’nin Dicer’in islenmesinden 6nce Ago2-kesilmis
prekirsor miRNA dreten 3’ hairpin yapisini kestigi
gosterilmistir (48).

miRNA’larin

islenmesinin atlanmasina

Argonaute ayrica bazi Dicer

tarafindan izin verir.
Memeli hiicrelerinde Ago2, endoniikleaz aktivitesine
sahip tek Argonaute’tir. Ayrica, Dicer’in kaybindan
etkilenmeden olgun miRNA’nin  katalizlenmesini
saglayabilir (49). Dicer, 21-24 nikleotidlik miRNA
dupleksi olusturduktan sonra bir iplik, miRNA ile
(miRISC)

sekillendiren Argonaute proteinine yiklenir. Olgun

indiklenmis sessizlestirme kompleksini

miRNA, Argounate iginde bir kilavuz olarak gorev
gorir ve hedef mRNA’ya kofaktori gibi davranarak,
mMRNA’nin stabilizasyonu bozar veya translasyonu
baskilar (50).

Dicer kesimi dsRNA {riinii olusturmaktadir.
ipliklerden birinin fonksiyonel olarak aktif olmasi icin
Argonaute kompleksine girebilmesi, dolayisiyla
sarilmis olan dupleksin agilmasi gerekir. miRISC'a

yuklenen tek iplikli olgun miRNA “kilavuz” olarak

isimlendirilirken,  digeri yolcu  “iplik” olarak
parcalanir.  miRNA  dubleksinin  termodinamik
stabilitesi hangi ipligin miRISC'a dahil olacagini

belirler. Birgok miRNA dupleksinin stabilizasyonu
eksik baz eslesmesi ile bozulur. 5’ ucunda daha az
istikrarli baz eslesmesi

yapan iplik Argonaute

yuklemesi igin segilir (51).
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Argonaute proteinlerinin  miRNA yuklenmesi
icin PAZ, PIWI ve MID olarak isimlendirilen (g
domaini vardir. Kilavuz RNA'nin 3’ ucu PAZ domaini
ile baglanti halindedir ve birinci niikleotid tzerindeki
5
stabilize edilir. Kilavuz RNA'nin merkez bolgesi ise

ucu monofosfat ise MID domaini tarafindan

PIWI domaininde bulunur. Bu bolge katalitik olarak
aktiftir ve kilavuz iplik ile kusursuz eslesme yapan
mRNA

Hayvanlarda miRNA’lar, mRNA hedeflerinin kesilmesi

hedefinin  kesilmesine aracilik  eder.
icin yeteri kadar baz eslenmesinden yoksundur.
Bunun yerine, Argonaute kofaktoérler ile etkilesim
halinde olup mMRNA’nin deadenilasyonunu veya
kesimini kolaylastirir. Ayrica protein translasyonunu

baskilar (50).

SONUC

mRNA’larin  farkli

hastaliklarda gen ekspresyonu lzerine etkileri tespit

fizyolojik sireglerde ve
edilmistir. Son yillarda, farkh hastaliklarin teghisinde
miRNA’larin
miRNA’larin

kapsayan bazi gelismeler sagladigi bildirilmektedir.

potansiyel markoér olabilecegi ve

alternatif terapotik uygulamalarini
Farkh fizyolojik olaylar ve hastaliklarin patagonezi,

epigenetik mekanizmalarin  molekiler dizeyde
anlasilmasi ve alternatif uygulamalar icin miRNA
yolagi hedef

gozikmektedir.

biyogenez potansiyel olarak
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boliimiinde kullanilmalidir. Yazarlarin adresinde; bagl oldugu kurum, birim, sehir ve Ulke
belirtilmelidir.

Yazarlarin e-posta Adresleri: makalede ismi bulunan tiim yazarlarin ismi ve e-posta adresleri
yazilmalidir.

Sorumlu Yazar iletisim Bilgileri: Makalenin sorumlu yazarina ait isim-soyisim, e-posta,
adres, telefon, GSM ve fax numaralarini i¢eren bilgiler yazilmalidir.

Makale ile Ilgili Aciklayic1 Bilgi: Eger varsa makale ile ilgili agiklayic1 bilgiler (tez, proje
vb.) birinci sayfanin sonunda italik yaziyla agiklanmalidir.

Ikinci Sayfa: Makalenin ikinci sayfas1 Tiirkge 6zet ve anahtar kelimeler ile Ingilizce 6zet ve
anahtar kelimeleri icermelidir. Makale yazim dili Tiirk¢e ise oncelikli olarak Tiirk¢e 6zet ve
anahtar kelimeler; eger makale yazim dili Ingilizce ise oncelikli olarak Ingilizce dzet ve
anahtar kelimeler sunulmalidir.

Ozet: Kisaca amag, materyal, metot, bulgular ve sonuglari igermelidir. Ozetlerde kullanilacak
kelime sayis1 170-200 kelime arasinda olmalidir ve tek satir araliklarla yazilmalidar.

Anahtar kelimeler: Anahtar kelimeler “Tirkiye Bilimleri Terimleri” nden segilmelidir
(http://www.bilimterimleri.com/tr-index.html). En fazla 5 adet olmalidir. Tiirk¢e anahtar

kelimeler Tiirkge’ye gore, Ingilizce anahtar kelimler Ingilizce’ye gore alfabetik olarak



siralanmalidir. Her anahtar kelime arasina (,) isareti konulup, sonuncu anahtar kelimeden
sonrada (.) isareti konulmalidir.

Uciincii Sayfa: Makale iigiincii sayfadan itibaren GIRIS, MATERYAL ve METOT,
BULGULAR, TARTISMA ve SONUC ve KAYNAKLAR boliimleri halinde
tamamlanmalidir. Bulgular ve tartigma birlikte verilebilir. Gerekli oldugu takdirde, tesekkiir
de eklenebilir. Boliim bagliklar biiyiik harflerle yazilmalidir. Boliimlere ait alt bagliklar yalniz
ilk harfleri biiylik olacak sekilde yazilmalidir. Tiim bagliklar koyu tonda ve 12 punto ile
satirbasi hizasinda yazilmalidir.

Istatistiksel Analiz bilgileri: makalenin MATERYAL ve METOT bolimiiniin sonunda
“Istatistiksel Analiz” baslig1 altinda verilmelidir.

Birimler ve Kisaltmalar: Her bir kisaltmanin acilimi metinde ilk gectigi yerde verilmelidir.
Birimler ve 6l¢iilerde Uluslar Arasi Standart birimleri (SI-sistem) kullanilmalidir. Cins ve tiir
isimleri italik olarak yazilmalidir. Makale igerisinde kullanilan rakamsal ve istatistiki
verilerde nokta kullanilmalidir (6rnek: 44.5; 0.82; % 97.7; P<0.01 vb.).

Tablo ve Sekiller: Sekil, grafik, fotograf ve resimler basliklarda ve metin icerisinde Sekil
olarak ifade edilmelidir. Sekil ve tablolar metin igerisindeki sirasina gore numaralandirilmali
ve metin icerisinde kisaltilmadan yazilmahdir (Orn; Sekil 1, Tablo 1). Tablo ve sekiller

makale icerisinde bulunmasi gereken boliimlere yerlestirilmeli, baslik ve agiklamalar1 da
Tiirkce ve Ingilizce olarak eklenmelidir. Tablo ve sekillerde kullanilan her tiirlii kisaltma tablo
ve sekil altinda agiklanmalidir.

Sonu¢: Makaleye ait elde edilen/varilan sonug, TARTISMA ve SONUC kisminin sonunda
“sonug olarak...* ifadesiyle baslayan tek bir paragrafla belirtilmelidir.

Olgu Sunumlari I¢in:
Birinci ve ikinci sayfalar orijinal bilimsel arastirma makaleleri kisminda anlatildig1 sekilde
hazirlanmalidir. Ozetlerde kullanilacak kelime sayis1 120°den daha az olmamali ve tek satir
araliklarla yazilmalidir.

Ucgiincii sayfadan itibaren GIRIS, OLGU SUNUMU (olgu sunumu bashg: altinda materyal,
metot ve bulgulardan bahsedilmelidir) TARTISMA ve SONUC ve KAYNAKLAR seklinde
tamamlanmalidir.

Olgu sunumu icerisinde eger varsa Istatistiksel analiz bilgileri, birimler ve kisaltmalar, tablo
ve sekiller bilimsel arastirma makaleleri kisminda anlatildig1 sekilde sunulmalidir.

Olgu sunumuna ait elde edilen/varilan sonug, TARTISMA ve SONUC kisminin sonunda
“sonug olarak...* ifadesiyle baslayan tek bir paragrafla belirtilmelidir.

Derlemeler icin:
Birinci ve ikinci sayfalar orijinal bilimsel arastirma makaleleri kisminda anlatildigr sekilde
hazirlanmalidir. Derlemeler i¢in hazirlanan 6zet derlemenin konusu hakkinda bilgi ve



derlemenin amacindan olusmalidir. Ozetlerde kullanilacak kelime sayis1 170-200 arasinda
olmalidir ve tek satir araliklarla yazilmalidir.

Derleme iigiincii sayfadan itibaren GIRIS ile baslamali, yazar/lar tarafindan belirlenecek ara
basliklarla devam etmeli, SONUC ve KAYNAKLAR ile tamamlanmalidir.

Derleme igerisinde eger varsa birimler ve kisaltmalar, tablo ve sekiller bilimsel arastirma
makaleleri kisminda anlatildig1 sekilde sunulmalidir.

Derlemeye ait sonug, KAYNAKLAR boliimiinden hemen 6nce SONUC basligi altinda
belirtilmelidir.

Kaynaklar

Kullanilan kaynak sayist olgu sunumlari i¢in 10’dan az, arastirma makaleleri i¢in 20’den az
ve derlemeler i¢in 40°dan fazla olmamalidir.

Makale tiirii ne olursa olsun (orijinal arastirma makalesi, olgu sunumu, derleme) kaynaklar
asagida belirtildigi sekilde sunulmalidir:

Metin icerisinde:
Metin igerisinde kaynaklara 1’den baslamak {izere numara verilmelidir ve bu
numaralar (1), (1,2), (1,4-7,13) seklinde parantez icerisinde belirtilmelidir. Yazar isminin

kullanilacag yerlerde ise yazarin soyadi ve parantez icerisinde kaynagin numarasi Aktas (22),
Aktas ve ark. (13) drneklerinde oldugu gibi yazilmalidir.

Kaynaklar Boliimiinde:
Metin igerisinde numaralandirilan kaynaklar, makalenin kaynaklar boliimiinde numaralarina

gore siralandirilmalidir.

Kaynak verilen bilimsel dergilerin isimlerinin yazilmasinda derginin ismi acik olarak
yazilmali, kisaltma kullanilmamalidir.

Kaynak makale ise; Barbour AH., Rampling A., Hormaeche CE., 2001. Variation in the
infectivity of Listeria monocytogenes isolates following intragastric inoculation of mice.
Infection and Immunity, 69, 4657-4660.

Kaynak kitap ise; Lawrie RA., 2002. Lawrie Meat Science. 6th ed., 330-335, Woodhead
Publication, Cambridge.

Kaynak kitapta bir boliim ise; Mark E., 1989. Thyroid diseases. In “Textbook of Veterinary
Internal Medicine”, Ed., SJ Ettinger, 6th ed., 230-250, W.B. Sounders Company,
Philadelphia.



Kaynak bir tez ise; Aktas MS., 2005. Kopeklerde antibiyotiklerin neden oldugu ishallerde
probiyotiklerden Saccharomycess boulardii’nin etkisi. Ankara Universitesi, Saglik Bilimleri
Enstitiisti, Tiirkiye.

Kaynak bir kurulusun yayimni ise; FAWC, 1991. Report on the european commission proposals
on the transport of animals. London, MAFF Publication.

Kaynak bir yazilim ise; SAS, 1990. SAS user’s guide: Statistics, 4th ed., Sas Institute, Cary.

Web tabanli kaynaklar kullaniimamalidir.

MAKALENIN GONDERILMESI
Makale online sistem (http://dergipark.ulakbim.gov.tr/ataunivbd/) veya dergi e-postalar
aracilifiyla (vetdergisi@atauni.edu.tr yada atavetderg@hotmail.com) ya da yazili dokiiman
halinde dergi editdrliigiine ulagtirilabilir.

Orjinal makale ve Tablolar.doc uzantili olmalidir.

Sekiller (grafik, fotograf, sekiller ve resim) JPEG formatinda 300 DPI ¢oziiniirliikkte ayri
dosya halinde génderilmelidir.

DERGI BASKISI
Baski agamasinda olan ¢aligsmalar en kisa siirede dergimize ait WEB alanina eklenecektir.

Kabul edilen ¢aligsmalar iicretsiz basilacaktir.

Yazarlara ayr1 baski gonderilmeyecektir.
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1. Atatiirk University Journal of Veterinary Sciences is a refereed scientific publication organ
of Atatiirk University Faculty of Veterinary Sciences and is published tri-annually in April,
October and December. The abbreviation of the journal’s title is “Atatiirk University J. Vet.
Sci.”.

2. Original research papers, case reports and invited or Editor-approved reviews to be
submitted should be prepared either in Turkish or in English, must not be published elsewhere
or submitted concomitantly to any other journal, within the scope of Veterinary Medicine and
relevant Departments, i.e. Basic Veterinary Sciences (Anatomy, Biochemistry, Physiology,
Histology, Occupational/Professional Ethics and Deontology), Preclinical Veterinary Sciences
(Pharmacology and Toxicology, Microbiology, Parasitology, Pathology, Virology), Clinical
Veterinary Sciences (Surgery, Internal Medicine, Obstetrics and Gynecology, Reproduction
and Artificial Insemination), Animal Science and Nutritional Sciences (Biostatistics,
Genetics, Animal Nutrition and Nutritional Disorders, Animal Enterprises Economy, Animal
Science), Animal-Originated Food Hygiene and Technology, with, exotic animal science and
laboratory animals, are published in this journal.

3. For scientific studies based on the animal experiments to be published within the Atatiirk
University Journal of Veterinary Sciences, the statements of “The approval from the Local
Board of Ethics has been obtained” (Author(s) should give the name of foundation and
number of approval) or “The instructions of general ethics have been complied with” are
warranted within the Materials and Methods section. However, no such warranty is required
for those manuscripts summarised from the studies of theses.

4. Authors are responsible for complying with the copyright conditions related with the
material cited (taken) from other resources or used and signing the agreement contract
declaring transfer of the copyright to the journal. The full responsibility of the texts to be
appeared within the journal belongs to the author(s).

5. Manuscripts to be considered are sent to the two referees at least. Acceptance of the
manuscripts depends on both suggestion of the referees and final decision of the Editorial
Board.

MANUSCRIPT PREPARATION

1. Manuscripts should be written in A4-sized paper (one-sided), double-spaced, with 3 cm
space from the margins of the paper and should not exceed 16 pages for original scientific
researches and reviews or 5 pages for short scientific studies such as case reports.

2. Manuscript should be prepared using Microsoft Word 6.0 or upper versions, in Calibri
characters with 12 point typing size.



3. Line numbers (be started from the 2" page onwards) and page numbers (at the middle of
the bottom of the page) should be given in the manuscript.

4. Details (thesis, project, etc.) related with the manuscripts should be given at the end of the
title of the manuscript with the sign of superscript (*) with further explanation below the title
in italic format.

5. Trademarks of substances (materials) and products of the subject of the study should not be
used.

For Research Articles:

First page: The first page of the manuscript should contain title, authors’ name-surname and
addresses, e-mail addresses of the authors, corresponding authors’ explanatory details related
with the manuscripts, if any.

Title: Titles in Turkish and English should be written in small letters with only the first letter
to be in capital. In case of the Turkish language of the main text, firstly titles in Turkish then
in English should be given, while the opposite should be given for manuscripts written in
English.

Names of authors and addresses: The first letters of name and surnames (without academic
titles) of author(s) should be written in capital and aligned at the middle below the title.
Corresponding author (*) should be pointed, a value should be added as a superscript at the

right and these values should be used in the section of addresses. In that section, the
body/authority, unit/department, city and country of the authors should be described.

E-mail addresses of the authors: All the names and e-mail addresses of authors mentioned
within the manuscript should be written.

Contact details of the corresponding author: The name-surname, e-mail, address, phone,
mobile and fax numbers of the corresponding author should be written.

Explanatory details of the manuscripts: If any, the explanatory details (thesis, project, etc.)
should be written in italic letters at the end of the first page.

Second page: The second page of the manuscript should contain summary in Turkish and
English with key words each. If the language of the main text is in Turkish, the summary and
the key words should first be in Turkish while the opposite should be given for those
manuscripts written in English.

Summary: Briefly, it should contain the aim, material, method, results and conclusions. The
number of word to be used should be between 170-200 words and be written in single-space.



Key words: The number should be 5 at maximum in the alphabetic order of the language used
either in Turkish or in English. Between each of the words, a comma (,) sign should be put
while a full stop (.) sign should be put at the end of the last one.

Third page: From this page onwards, the manuscript should continue with the sections of
INTRODUCTION, MATERIALS and METHODS, RESULTS, DISCUSSION and
CONCLUSION and REFERENCES in the following order. The sections of results and
discussion may be given together. A section of acknowledgement may also be added, if
needed. Section titles should be written in capital letters. Sub-headings of the sections should
be written with the first letters in capital only and aligned with the beginning of paragraph. All
the headings should be written in black 12-point typing-size and aligned with the beginning of
paragraph.

Data from Statistical analyses: This section should be given at the end of MATERIALS and
METHODS section and under the title of “Statistical Analysis”.

Units and Abbreviations: The meaning of each abbreviation should be given where it appears
first. For units and measurements, International Standard units (SI-system) should be used.
The names of genus (breeds) and species should be written in italic style. For numerical and
statistical values, full stop (.) sign should be used (e.g. 44.5; 0.82; 97.7 %; P<0.01, etc.).

Tables and Figures: Figures, graphics, photos and pictures/plates within the headings and text
should all be given as Figure. Figures and tables should be numbered according to their orders
within the text and written without any abbreviation within the paragraph (e.g. Figure 1, Table
1). Tables and figures should be placed into the sections appropriately, and their headings and
explanations should also be included in Turkish and English. All types of abbreviations used
within tables and figures should be explained below them.

Conclusion: The ultimate result obtained should be described as “In conclusion,...” in a single
paragraph at the end of DISCUSSION and CONCLUSION section.

For Case Reports:

The first and second pages should be prepared according to details given for the scientific
research manuscripts. The number of words to be used in summary should not be less than
120 words and be written in single-spaced type.

From the third page onwards, INTRODUCTION, CASE REPORT (materials, methods and
results should be mentioned under the title of case report) should be followed by
DISCUSSION and CONCLUSION and REFERENCES.

If any, data from the statistical analysis, units and abbreviations, tables and figures should be
presented as given for scientific research manuscripts.



For case report, the ultimate result obtained should be described as “In conclusion,...” in a
single paragraph at the end of DISCUSSION and CONCLUSION section.

For Reviews:

The first and second pages of reviews should be prepared according to details given for the
scientific research manuscripts. The summary should involve data on the subject and aim of
the review. The number of words used in summary should be between 170-200 words and be
written in single-spaced type.

From the third page onwards, reviews should start with introduction, continue with
subheadings to be determined by the author(s) and be completed with CONCLUSION and
REFERENCES.

If any, the units and abbreviations, tables and figures within the review should be presented as
given for scientific research manuscripts.

For reviews, the ultimate result should be described as CONCLUSION section in a single
paragraph just before the section for REFERENCES.

References

The number of references used for case report should not be less than 10, for research article
should not be less than 20, and for review should not be more than 40.

Regardless of the type of manuscript (original research paper, case report, review), references
should be given, as follows:

For Text section:

Within the text, reference numbers should be given as numbers starting from 1, and these
numbers should be indicated within the brackets as (1), (1,2), and/or (1,4-7,13). Where the
name of the author is to be given, the surname of the author and reference number should be
written as Aktas (22), and/or Aktas et al. (13).

For References section:
The references given within the text should be given as numbers in numerical order within the
reference section.

For writing the scientific journals, its international tittle recommended by the journal should
be used. The journal tittle abbreviation must not be used.

For manuscripts; Barbour AH., Rampling A., Hormaeche CE., 2001. Variation in the
infectivity of Listeria monocytogenes isolates following intragastric inoculation of mice.
Infection and Immunity, 69, 4657-4660.

For books; Lawrie RA., 2002. Lawrie Meat Science. 6™ edn., 330-335, Woodhead
Publication, Cambridge.



For chapters of a book; Mark E., 1989. Thyroid diseases. In “Textbook of Veterinary Internal
Medicine”, Ed., SJ Ettinger, 6n edn., 230-250, W.B. Saunders Co., Philadelphia.

For theses; Aktas MS., 2005. Efficacy of Saccharomyces Boulardii as a probiotic in Dogs
with lincomycin induced diarrhoea. Ankara University, Graduate School Health Science,
Turkey.

For publications of a Foundation; FAWC, 1991. Report on the european commission
proposals on the transport of animals. London, MAFF Publication.

For softwares; SAS, 1990. SAS user’s guide: Statistics, 4t edn., SAS Institute, Cary.

Web-based references should not be used.

MANUSCRIPT SUBMISSION
Manuscript can be submitted by on-line system (http://e-
dergi.atauni.edu.tr/index.php/VBD/index) or by  journals’ e-mail addresses
(vetdergisi@atauni.edu.tr or atavetderg@hotmail.com) or written document can be sent to the
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The file names of original manuscripts and tables should involve a “.doc” extension.

Figures (graphs, photos, figures and pictures/plates) should be submitted, as a separate file, in
JPEG format with 300 DPI resolutions.
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