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ABSTRACT

Morus nigra (MN) is a common fruit used all over the world. Hepatic encephalopathy (HE)
is a dangerous neuropsychiatric complication of both acute and chronic liver failure, and is the
most common cause of death in patients with end-stage liver disease. To our knowledge, this
is the first study investigated the efficiencies of MN on the treatment of HE on cirrhotic rat
liver model induced by carbon tetrachloride (CCI,). In this study it has been used superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities assays, 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG)
immunohistochemistry and Haematoxylin-Eosin (H&E) staining in the brain, as well as
aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) levels in liver tissue.
H&E staining was used to examine hippocampal morphology alterations. 8-OHdG staining was
employed to measure the expression of apoptotic-related proteins. With this aim, 42 Sprague-
Dawley male rats were divided into six groups: control, HE control (1 mL/kg CCIL /twice a
week, intraperitoneal), 125 mg/kg MN, 250 mg/kg MN, CCI4+125 mg/kg MN and CCI,+250
mg/kg MN groups. CCI, caused a significant increase in serum enzyme levels in rat livers,
compared with control. On the other hand, MN treatment restored the biochemical parameters
significantly in a dose-dependent manner. 8-OHdG activity was significantly increased in
CClI, group. However, these increases were significantly decreased by MN treatment. While
intraperitoneal administration of MN significantly reduced oxidative stress, prevented apoptosis
and caused an increase in the antioxidant defence mechanism activity in brain compared to the
control group. Brains of rats treated with MN showed less DNA damage than treated groups
with CCI,. As a result of this study showed that MN has a neuroprotective effect because of its
anti-inflammatory, anti-apoptotic, antioxidant properties.

Keywords: Morus nigra, hepatic encephalopathy, carbon tetrachloride, neurotoxicity, antioxidant enzymes
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Protective Mechanism of Morus Nigra on Carbon Tetrachloride

SICANLARDA KARBON TERAKLORUR iLE UYARILMIS BEYIN
HASARINDA Morus nigra’ NIN KORUYUCU MEKANIZMASI

OZET

Morus nigra (MN) tiim diinyada yaygin olarak kullanilan bir meyvedir. Hepatik
ensefalopati (HE) hem akut hem de kronik karaciger yetmezliginde tehlikeli bir
noropsikiyatrik komplikasyondur ve son donem karaciger hastaligi olan hastalarda en
sik goriilen olim nedenidir. Bilgimize gore bu, karbon tetrakloriir (CCL,) ile indiiklenen
sirozlu sigan karacigeri modeli iizerinde HE tedavisinde MN’nin etkilerinin arastirildig ilk
calismadir. Bu ¢alismada, karaciger dokusunda aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin
aminotransferaz (ALT) seviyelerinin yanisira beyin dokusunda 8-hidroksideoksiguanozin
(8-OHdG) imiinohistokimya ve Hematoksilen-eozin (H&E) boyamasi, superoksid
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktivite testleri kullanildi. H&E boyamasi, hipokampal
morfoloji degisikliklerini incelemek i¢in kullanilmistir. 8-OHdG boyamasi apoptotik iligkili
proteinlerin ekspresyonunu 6lgmek i¢in kullanildi. Bu amagla 42 Spraque-Dawley erkek
sigan 6 gruba ayrildi: kontrol, HE kontrol (1 mL/kg CCI /haftada 2, intraperitonal), 125 mg/
kg MN, 250 mg/kg MN, CCI +125 mg/kg MN ve CCI,+250 mg/kg MN gruplar1. CCI, sigan
karacigerlerinde kontrol ile karsilagtirildiginda serum enzim seviyelerinde belirgin bir artisa
sebep oldu. Diger taraftan MN uygulamasi biyokimyasal parametreleri doza bagimli olarak
onemli 6lgiide diizeltti. 8-OHAG aktivitesi CCI, grubunda belirgin olarak artti. Ancak MN
tedavisi ile bu artislar 6nemli 6lgiide azaldi. MN’nin intraperitoneal olarak uygulanmasi,
kontrol grubuna kiyasla oksidatif stresi onemli Slgiide azaltirken, apoptozisi 6nledi ve
beyindeki antioksidan savunma mekanizmasi aktivitesinde artisa neden oldu. MN ile tedavi
edilen sigan beyinleri CCI, ile tedavi edilen siganlara gore daha az DNA hasar1 gosterdi.
Bu calismanin sonucu MN’nin anti-inflamatuar, antiapoptotik, antioksidan 6zelliklerinden
dolay1 noroprotektif etkiye sahip oldugunu gosterdi.

Anahtar kelimeler: Morus nigra, hepatik ensephalopati, karbon tetrakloriir, ndrotoksisite, antioksidan

enzimler
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INTRODUCTION

Medically, metabolic brain disease is
defined as acquired or innate metabolic
disease that affects the way the brain
functions. Hepatic encephalopathy (HE) is
associated with hepatic insufficiency and
is characterized by a plethora of central
nervous system abnormalities and different
experimental models have been used to
study the HE and liver failure, being the
most common the one that uses carbon
tetrachloride (CCI,, a potent hepatotoxic drug
that causes cell damage leading to the death
of the liver cells and then tissue fibrosis (1).
HE occurs due to a combination of distinct
pathophysiological mechanisms such as
inflammation, oxidative stress, impaired
blood—brain barrier (BBB) permeability,
neurotoxins, impaired energy metabolism of
the brain (2, 3, 4). Animal models can be used
to distinguish components of the processes
associated with damage to the brain in
response to CCl4 exposure (5, 6, 7). The
molecular mechanism underlying the toxic
effects of CCl4 involves lipid peroxidation
(LPO), mediated by the free radicals that
are generated during its metabolism (5).
Lavrentiadou and collegues have mentioned
that CCI, intoxication induces oxidative
stress-mediated elevation of t-PA and PAI-
1 activities in rat brain. Elevated t-PA
proteolytic activity may resultas a response
to increased tissue remodeling requirements
in the injured area. The common Greek herbs,
oregano and rosemary, when administered in
a long-term mode can moderate these effects,
thus suggesting their potential to protect the
CNS from oxidative damage (8).

Moraceae is a family of flowering plants
that comprises about 40 genera and over
1,000 species. Mulberry (Morus sp.) has
been domesticated over thousands of years
and has been adapted to a wide area of
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tropical, subtropical and temperate zones
of the World. Morus nigra (MN) has been
used in folk medicine as an analgesic,
diuretic, antitussive, sedative, anxiolytic and
hypotensive, in addition to its uses in the
treatment of a variety of ailments, including
inflammatory disorders (9). These actions
were reported by the presence of flavonoids,
which have powerful antioxidants that are
associated with their medicinal properties,
including antidiabetic activity (10).Souza
and colleagues have also mentioned that
Mn extract shows strong antibacterial and
antioxidant activities (11). Antioxidants
act by removing and scavenging reactive
oxygen species (ROS), and its precursors,
and binding to metal ions necessary for the
catalysis of ROS generation (12). Many
reports attest to the fact that increased
consumption of medical and aromatic plants
is associated with protection against various
disorders such as cancer, cardiovascular,
hepatic and neurological diseases (13, 14, 15).
Moreover, recent reports postulate that pro-
inflammatory and oxidative stress pathways
may be crucial mechanisms involved in the
pathogenesis of this disease (16).

In this context, the present work evaluated
the neuroprotective effect of MN extract in
CCl4 induced HE in rats.

MATERIAL AND METHODS

Plant Material and Extract Preparation

MN was collected from Giimiishane and
Erzurum provinces in Turkey during the
summer of 2013. The plant was identified
and authenticated by experts from Botanical
Department (Atatiirk University, Erzurum,
TURKEY). Identified samples were air-
dried. 100 g MN was weighted and splitted
with blender device for each treatment. Then,
samples were divided into two parts. In the
first part, 100 mL-purified water was added
to the splitted sample. It was extracted at the

MAE Vet Fak Derg, 2 (2): 97-108, 2017
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room temperature for a night. Furthermore, it
was filtered and the operation was repeated.
After alcohol was added to the second part of
splitted black mulberry cells, extracted, and
it was filtered and removed by an evaporator
dissolver. After the extracts were combined,
they were filtered into filter paper, and then
the filtrates were taken to ballons, and frozen
in deepfreeze. The frozen extracts were
lyophilized under the pressure of 50 mm-Hg
until it dried in lyophilizer. Extracts were
incubated at 4 °C until use.

Animals and Experimental Design

Forty two adult male Spraque-Dawley rats
(weighing 290-320 g) obtained from Medical
Experimental Application and Research
Center, Atatiirk University,
Animals were housed inside polycarbonate
cages in an air-conditioned room (22°C+ 2
°C) with 12-h light—-dark cycle. Standard rat
feed and water were provided at libitum. All
procedures were performed in conformity

were used.

with the Institutional Ethical Committee for
Animal Care and Use at Atatiirk University
(protocol number: 36643897-188/13) and
the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals.

In this experiment, the rats were randomly
divided into six groups, each of whom
has seven rats. Group 1 (C): Control rats;
rats were intraperitoneally injected with
physiological saline solution, Group 2 (°C):
Rats were intraperitoneally injected with
30 % °C mixed with soybean oil (1 mL/kg
body weight), Group 3 (low dose MN): Rats
treated with MN 125 mg/kg bw, Group 4
(high dose MN): Rats treated with MN 250
mg/kg bw, Group 5 (°C+low dose MN): Rats
with hepatic encephalopathy treated with
MN-125 mg/kg bw, Group 6 (CCl4+High
dose MN): Rats with HE treated with MN-
250 mg/kg bw. The extracts of MN was
administered intraperitoneally daily for eight

weeks.

Histopathological examinations and

assessments

After anesthetization and getting blood
samples from the tail of the rats and their
brain was removed for macroscopic,
histopathological, and biochemical analyses.
Brain sections were fixed in 10% formalin
and then embedded in paraffin to form blocks.
The samples were then serially-sectioned (5-
um thick) using a Leica RM2135 microtome
(Leica, Berlin, Germany), mounted on glass
slides and then stained using H&E solution.
The pathological changes were assessed
and photographed with a light microscope
(Nicon Eclipse E600, Olympus) at 10 and 20
magnifications and photographed.

Immunohistochemical examination

Immunohistochemical  staining  for
8-OHdG proteins were performed by an
automated method on the VENTANA
BenchMark GX System (Ventana Medical
Systems) with an ultraView Universal
DAB Detection Kit on 4-p sections from
a representative block in each rat. After
deparaffinization to water, the antigenic
determinant sites for 8-OHdG, were
unmasked in citrate buffer with steam for
60 min. The primary antibody 8-OHdG
(Santa Cruz sc-393871) was used at a
dilution of 1:300 for 32 min at 37°C.
The slides were then incubated with the
diluted antibody, followed by application
of Ultraview Universal DAB detection
kit (Ventana Medical Systems). DAB was
used as a chromogen and hematoxylin as
a counterstain. The specificity of staining
was confirmed by the inclusion of negative
control slides processed in the absence of
primary antibody on tissue from the same

animal.
Biochemical analysis
Estimation of serum  biochemical

MAE Vet Fak Derg, 2 (2): 97-108, 2017
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parameters.
Blood
collected in gel-activated tubes for the

samples from animals were
assessment of specific liver markers. The
gel-activated tubes were allowed to clot,
then centrifuged at 4000 x g for 10 min at
4°C. The serum samples were collected for
measuring liver markers, ALT and AST.
(commercial kits on a Beckman Coulter
AUS5811 device, Japan).

CAT assay

CAT activity was assayed at 25 °C using
a method based on the decomposition of
H,0, (16). Diluted homogenate (1:40; 5
uL) was added to 720 pL of 30 mM H,0O,,
in 10 mM potassium phosphate solution; the
reaction was monitored at 240 nm. Under
these conditions, the decomposition of H,0,
by the CAT contained in the samples exhibits
first-order reaction kinetics according to the
equation k = 2.3/t log(Ao/A), where k is the
first-order reaction rate constant, t is the time
period over which the decrease in H O, as a
result of CAT activity was measured (15s),
and Ao and A are the optical densities at 0
and 15 s, respectively. The results were
expressed as k/mg protein.

SOD assay

SOD activity was assayed using
a previously reported method (7). A
competitive inhibition assay was performed
using the xanthine-xanthine oxidase system
to reduce NBT. In a final volume of 166
puL, the reaction mixture contained the
following: 0.122 mM EDTA, 30.6 uM NBT,
0.122 mM xanthine, 0.006% bovine serum
albumin and 49 mM sodium carbonate.
The liver homogenate (1:50 dilution; 33
pL) was added to the reaction mixture,
followed by 30 pL of a xanthine oxidase
solution to a final concentration of 2.5 U/L.
This reaction mixture was then incubated at
room temperature for 30 min. The reaction
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was stopped with 66 puL of 0.8 mM cupric
chloride, and the optical density was read at
560 nm. Complete NBT reduction (100%)
was obtained in a tube in which the sample
was replaced by distilled water. The amount
of protein that inhibited NBT reduction by
50% was defined as one unit of SOD activity.
The results were expressed as U/mg protein.

Statistical Analysis

Datarecordingand analysis was performed
on “SPSS 20.0 for Windows” (SPSS Inc.,
IL, USA) software. Descriptive data were
expressed as meantstandard deviation
.Compatibility with normal distribution
of SOD and CAT levels and serum AST,
and ALT results was assessed using the
Kolmogorov-Smirnov test. Since all results
were normally distributed, comparisons of
them among the groups was performed using
parametric one-way ANOVA, while degree
of significance of differences between groups
was determined using the post hoc LSD test.
Correlations between results were assessed
using Pearson correlation analysis. P<0.05
was regarded as significant.

RESULT

Effect of MN extracts on serum
biochemical markers after CCI, damage

The administration of CCI, significantly
increased serum levels of AST and ALT
(Table 1). MN (125, 250 mg/kg) caused
significant (P < 0.05, P < 0.01) dose-
dependent reductions in CCI-elevated levels
of ALT and ALT. In addition, treatment
of animals with MN alone did not show
any significant change in liver enzymes
compared with the control group (Table 1).

MAE Vet Fak Derg, 2 (2): 97-108, 2017
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Table 1. Effects of CCI4 and MN on the activity of rat serum ALT and AST.

Data are expressed as mean + standard deviation *P<0.05, according to ANOVA followed by the Tukey post
hoc test.

Effects of MN extracts on antioxidant enzymes

CClI,-induced damage in the brain decreased the activity of antioxidant enzymes (p <
0.0001) (Table 2). High dose MN (HD-MN) extract provided the strongest protection in the
presence of SOD and CAT; however, low dose MN (LD-MN) extract also showed protective
effects for SOD and CAT (Table 2).

Table 2. Effects of Mn extracts on antioxidant enzyme activity in the brain of rats with
CCl4-induced damage.

CCl4 effect was compared against all groups. Its effect was significantly different in all groups but with different
statistical significances in each antioxidant activity measured: *p < 0.0001 vs all groups (in SOD); *p < 0.0001
vs all groups. Each quantification was performed twice in triplicate on samples from three rats, and the values
represent the mean = SD

Histopathological results

Sections from the brain of control group
exhibited normal neuronal structure. Neurons
retained their shape and normal cellularity
with obvious nuclei (Figure 1A). Sections
from the CCI -treated rats showed marked
neuronal degeneration; neurons decreased in
number and had indistinct boundaries. The
sections also exhibited irregular damaged
cells and cytoplasmic shrinkage. There was
evidence of pyknotic nuclei and chromatin

condensation. Necrosis and perineuronal
vacuolation were observed (Figure 1B). The
Brain tissue of rats coadministered MN and
CClI, showed few pyknotic nuclei (Figure
1C). Higher doses of Mn (250 mg/kg)
protected neurons against the degenerative
alterations caused by rotenone (Figure 1D).

MAE Vet Fak Derg, 2 (2): 97-108, 2017
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Figure 1. Representative light microphotographs of H&E stained sections from rats brain treated with
physiological saline solution, CCI,, or CCI, + MN.(A) Control group: neurons with surrounding supporting
cells with normal nuclei that showed dispersed chromatin and prominent nucleoli. The cytoplasm of these
cells was basophilic. (B) CCI, : extensive neuronal damage, degeneration, loss of neurons and surrounding
cells. Neurons appear smaller and shrunken with slight vacuolation of neuropil. Pyknotic darkly stained nuclei,
apoptotic cells and cytoplasmic vacuolations. (C) CCI,+MN-125: nearly normal morphological appearance
of with fewer apoptotic cells and cytoplasmic vacuolation (D): CCI,+#MN-250: Mild pyknotic darkly stained
nuclei, apoptotic cells, and cytoplasmic vacuolations (magnification at 40x).

Immunohistochemistry

Sections from the brain of Normal saline -treated rats did not show immunopositive
cells (Figure 2A). However, the CCl, -only group displayed extensive immunopositive
cells of 8-OhdG (Figure 2B). On the other hand, 8-OHdG positive cells were reduced after
cotreatment with Mn and CCI, compared with the CCI,-only treated group (Figure 2C, 2D).

MAE Vet Fak Derg, 2 (2): 97-108, 2017
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Figure 2. IHC staining showing the protective effect of MN against CCI -induced neurodegenetive disease.
High dose Mn treatment significantly reduced 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (§-OHdG) expression. (A) control
group: no immunopositive reaction. (Normal saline); (B) CCI, treated group: Large number of immunopositive
cells compared to control. (C) Low dose MN + CCI,: gradual increase of immunostaining dependent on the
dose compared to CCI, treated group. and (D) High dose MN: Less number of immunopositive cells compared

with the CCI, treated group (magnification at 40x%).

DISSCUSION

Administration of CCI, to rats induces
release of hepatic enzymes, hepatocyte
necrosis and production of LPO products,
such as malondialdehyde (MDA) (18,19).
Indeed, in our experiments, administration
of CCI, increased blood serum ALT and
AST activities, in agreement with previous
results (7). The recorded rise in liver injury
biomarkers in CClI -treated rats indicates
the substantial hepatic damage produced by
CClI,.

In the present study, CCI, induced a
marked oxidative stress in the brain. The
brain tissue is highly vulnerable to oxidative
stress (20). Oxidative damage of neuronal

cells has been causatively implicated in
multiple neurodegenerative diseases (21).
Over the years CCI, has been used as an
excellent model for studying experimentally
induced neurotoxicity in murinemodels.
CClI, an organic industrial solvent used in
industry is a vigorous carcinogenic agent that
may create lung, liver, kidney and nervous
system dysfunction (22, 23). CCI, has been
demonstrated to play an important role in
various neurodegenerative diseases. Our data
demonstrated that oxidative stress mediates
cytotoxicity induced by the restraint stress
in rat’s brain. The brain is one of the fetal
structures that extremely prone to oxidative
stress. MN has been indicated to reverse
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brain damage, hyperglycemia and oxidative
stress. We also observed that a significant
reduction in antioxidant enzyme activities
in the chronic stress in rats happened. The
neurotoxicity is due to a reaction with the
superoxide anion, which results in the
formation of peroxynitrite capable to nitrate
and oxidize proteins, lipids, and nucleic acids
(24). Results from the present experiments
indicate that MN increases antioxidant
enzyme activity in different brain regions.
High dose MN appeared to be more effective
compared to low dose, thus indicating a
potential of these diets to provide protection
against liver damage. However, none of them
could restore enzymatic activities to those of
the control (untreated) animals.

A series of experimental studies have
demonstrated that MN could reduce the
production of ROS and ROS-induced
apoptosis (10, 14).
agents, such as phenolic antioxidants, dithiol
ethiones and isothiocyanates, have been

Chemo-preventive

shown to selectively induce the activation
of antioxidant enzymes through the Nrf2
pathway (25, 26). CCI, induced apoptosis
that was confirmed by increased 8-OHdG
expression in the brain tissue. The results
revealed that oxidative stress-induced brain
tissues of CClI -treated rats evidenced a
remarkable elevation in 8-OHdG (marker
of DNA oxidation). While CCI, increased
the number of apoptotic cells, this increase
was prevented in CCI,+125 mg/kg MN and
250 mg/kg MN groups. The mechanism of
neurotoxicity is thought to be related to the
increased oxidative stress by the toxin. In the
present study, we found that MN has marked
antioxidant action in the experimetal model
of brain injury by decreasing the apoptosis.
It has been reported that 8-OHdG, which
is the most commonly analyzed biomarker
of oxidative damage to DNA, showed

Yildiz Deniz

higher levels in the brains of AD patients
than in subjects with normal aging (27).
Results from our study also indicate that
8-OHdG positive cells were reduced after
co-treatment with MN and CCI, compared
with the CCI -only treated group. However,
further experimental studies are required in
order to determine the minimum effective
concentration. Nevertheless, the results of the
present study indicate a possible pro-oxidant
action of MN at higher concentrations. It has
been suggested that the learning Impairment
manifested by cirrhotics with hepatic
encephalopathy is restored post-transplant
(28).

The lipid solubility of CCI, enables it
to cross cell membranes, and when it is
systemically administered, it is distributed
and deposited mainly in the liver and
brain. The time course of the elimination
of CCI, appears to be governed by the
blood perfusion rate and the lipid content
of the tissue (29). We showed that CCI,
significantly decreased the activity of the
antioxidant enzymes CAT and SOD in the
brain, likely due to protein inactivation by
free radicals and these findings are in line
with those reported previously (30,31). The
antioxidant capacity of flavonoids is well
known, and they can act as antioxidants in
chemical systems due to their extensive
conjugated m-electron systems that facilitate
the donation of electrons from the hydroxyl
moieties to the oxidizing radical (32). Some
studies indicated that black mulberry leaf is
a rich source of phenolic compounds which
provides a potential antioxidant activity
(33,34).

The present study demonstrated that
CClI,
consequences in our animal models. On
the other hand, the potential properties of

treatment elicited toxicological

MN extract in restoring these toxicological
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consequences were properly investigated. In
conclusion, the present study suggests that
CCI, intoxication induces oxidative stress in
rat brain. MN extract when administered in a
long-term mode can moderate these effects,
thus suggesting their potential to protect the
brain from oxidative damage.
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OZET

Sadeyag; siit yagindan tiretilen gerek ekonomik gerekse besleyici degeri yiiksek olan bir siit
tirlintidiir. Bu ¢alismanin amaci Sanlurfa ilinde tiretilen sadeyag 6rneklerinde Reichert-Meissl
sayilarini tespit etmektir. Sanlurfa il ve ilgelerinden 2013 yilinda 74 adet, 2014 yilinda 182
adet sadeyag rnegi toplanarak calisma materyalini olusturmustur. Orneklerin Reichert-Meissl
sayilarinin tespiti TS 1331 standardina uygun olarak gerceklestirilmistir. 2013 ve 2014 yillarinda
toplanan sadeyag oOrneklerine ait ortalama Reichert-Meissl sayilar1 sirastyla 18.90+7.17 ve
24.14+5.82 olarak bulunmustur. Analiz edilen tiim sadeyag Orneklerinde en diisiik Reichert-
Meissl sayist 0.44, en yliksek Reichert-Meissl sayist ise 29.96 olarak ol¢lilmiistiir. Sadeyag
orneklerinin Reichert-Meissl sayilar1 yapilan diger calismalar ile kiyaslandiginda ortalama
Reichert-Meissl sayisinin diisiik oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Sadeyag, Reichert-Meissl sayisi, Sanlurfa

DETERMINATION OF REICHERT MEISSL NUMBERS OF SADEYAG (CLARIFIED
BUTTER) PRODUCED IN SANLIURFA

ABSTRACT

Sadeyag (clarified butter); is a dairy product which is produced from milk fat and is of high
economic and nutritious value. The aim of this study was to determine the Reichert-Meissl
numbers in the samples of sadeyag produced in Sanlurfa province. 74 samples in 2013 and
182 samples in 2014 were collected from Sanlwurfa province and towns for create the study
material. The Reichert-Meissl numbers of the samples were done in accordance with TS 1331
standard. The mean Reichert-Meissl numbers of sadeyag samples collected in 2013 and 2014
are 18.90+7.17 and 24.14+5.82 respectively. The lowest Reichert-Meissl number was 0.44 and
the highest Reichert-Meissl number was 29.96 in all samples analyzed. When the Reichert-
Meissl numbers of the sadeyag samples were compared with other research findings, it was
found that the average Reichert-Meissl number was lower.

Keywords: Sadeyag (clarified butter), Reichert-Meissl number, Sanlwrfa
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Sanlwirfa llinde Uretilen Sadeyaglarin Reichert Meissl Sayilarinin Tespiti

GIRIS

Sadeyag; Tiirk Gida Kodeksi, Tereyagi,
Diger Siit Yag Esash Siiriilebilir Uriinler
ve Sadeyag Tebliginde (2005/19) ‘Siit ve/
veya siit iiriinlerinden elde edilen, su ve
yagsiz kuru madde unsurlarinin tamamina
yakin bolimii uzaklastirilmig, agirlikca en
az %99 oraninda siit yagi igerigine sahip
irtin’ olarak tanimlanmistir (1). Sadeyagin
bilesiminde bulunan olduk¢a az miktardaki
suyun yani sira kompleks gliserid yaglar,
serbest yag asitleri, fosfolipidler, steroller
ve sterol esterleri, yagda eriyen vitaminler,
mineraller, hidrokarbonlar ve karboniller
bulunmaktadir (2). Sadeyagm igerigindeki
siit yagi oraninin ¢ok yiiksek olmasi ve
tiretim siirecinin diger siit yaglarindan farkli
olmasi1 nedeniyle kendine has tat ve tekstiirii
vardir. Uretiminden itibaren sadeyag uygun
muhafaza sartlar altinda (18-21°C) tazeligini
iki y1l siireyle koruyabilen bir tiriindiir.

Sadeyag; iilkemiz genelinde oOzellikle
Dogu ve Gilineydogu Anadolu Bdlgesi’nde
kiictik isletmelerde veya evlerde {iretilen
bir siit Urtiniidiir. Tiirkiye’de sadeyag olarak
bilinen bu iriin, Sanlmrfa ilinde Urfa
yagi, Urfa Sadeyagi olarak da tanimlanir.
Hindistan’da yaygin olarak inek ve bufalo
stitleri karisimindan iiretilir ve “ghee” olarak
isimlendirilir. Iran’da ise “roghan” olarak
adlandirilmaktadir (3). Giineydogu Anadolu
Bolgesi'nde genellikle koyun  siitiinden
elde edilen sadeyag, Gaziantep ve Sanlwurfa
gibi illerde hem ticari hem de Kkiiltiirel
acidan olduk¢a Onemli iiriinlerin iiretiminde
kullanim1 yaygin ve tercih edilen bir siit
triinidir (3).

Ekonomik agidan en kiymetli siit tiriinii, stit
yagidir. Sadeyagin iiretiminde ham maddenin
yalnizca siit yagi olmasi, ticari isletmelerin
maliyeti diislirmek amaciyla ekonomik degeri
diisiik farkli yaglarin ilavesi ile hileli iiriin
iiretimine sebep olmaktadir (4). Sadeyagda

yapilan bu tarz hileler gerek tiiketici sagligini,
gerekse tilkesel siit {irlinleri endiistrisini
olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Yapilan
diger aragtirmalara gore sadeyag benzeri siit
yaglarinda palm yag1, koyun i¢ yagi, margarin
gibi ekonomik degeri diisiik yaglarin hile
amagh kullanildig1 tespit edilmistir (4,5,6).
Sadeyagin fiziko-kimyasal parametrelerinin
belirlenmesi hileli iiriinlerin tespiti agisindan
Oonem kazanmaktadir.

Sadeyag ve diger siit yagindan iiretilen
tereyag gibi iceriginde farkh
yaglarin bulunup bulunmadigini tespit etmek

urtnlerin

icin pek ¢ok farkli yontem kullanilmistir.
Bunlardan bazilar1 Farklilik Goriintiileme
Kalorimetresi (Differential Scanning
Calorimetry -DSC) (7), Kapillar Kolon
Gaz Kromotografi (Capillary Column Gas
Chromotography) (8), Hafifletilmis Toplam
Yansima Infrared Spektroskopisi (Attenuated
Total Reflectance- Mid Infrared Spectroscopy-
ATR-MIR)’dir (9). Bu yontemler hizli fakat
pahali yontemler iken Reichert-Meissl
(RM) sayist yontemi giliniimiizde halen
gecerliligi olan, hizli ve ucuz bir yontem
olarak uygulanmaktadir. RM sayis1 yontemi,
biitirik asit (C4:0) ve kaproik asit (C6:0) gibi
yalnizca siit yaginda bulunan kisa zincirli yag
asitlerini tespit etme esasina dayanir (4). RM
sayisl, 5 g yagin sabunlastirma,asitlestirme
ve buharla damitilarak ugucu yag asitlerinin
icin  ihtiya¢  duyulan
¢Ozeltinin mL cinsinden

notralizasyonu
0.1 N alkali
miktaridir (10). Testin prensibi, sadeyagin
sabunlastirilmasindan sonra, siit yaglar igin
karakteristik olan kisa zincirli yag asitlerinin
damitilmas1 ve damitma iiriiniiniin bir kapta
toplanarak pH’s1 bilinen bir alkali ¢ozeltisi
ile titrasyonu esasina dayanir (11,12). RM
sayis1 sadeyag benzeri ghee 6rneklerinde 28-
35 araliginda olup bitkisel yaglarda en fazla 7
olarak olctilmektedir (2).

Tiirkiye Istatistik Kurumu 2016 yil illere
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gore koyun sayis1 dagilimima gore Sanlurfa
ili 1.674.055 bas koyun sayisi ile iilkemizde
Van ve Konya illerinden sonra {igiincii sirada
yer almaktadir. Bu nedenle Sanlurfa ili
koyun siit ve sadeyag gibi siit lirtinlerinin hem
iiretimi hem de tiiketimi agisindan ticari bir
Oonem kazanmistir (13). Bu ¢alismanin amaci
Sanlurfa ilinde tiretilen sadeyag 6rneklerinde
RM sayilarini tespit etmektir.

GEREC VE YONTEM

Orneklerin toplanmasi

Calisma kapsaminda Sanlwurfa il ve
ilcelerinden 2013 yilinda 74 adet, 2014
yilinda 182 adet sadeyag ornegi 300 mL’lik
cam numune alma kaplarina aliarak derhal
laboratuvara getirilmis ve ayni giin analiz
edilmistir.

Kimyasallar

1 N H,SO,

Gliserin (d=1.26)

% 44 NaOH ¢ozeltisi

Fenolftalein

0.1 N NaOH ¢ozeltisi

Analiz yontemi

Sadeyag orneklerinin RM sayis1t TS 1331
Standardina uygun olarak gergeklestirildi
(11). Bu amagla sadeyag ornekleri eritildikten
sonra suyundan ve tortusundan aritilmak
tizere siiziildi. Siiziilen sadeyag 6rneklerinden
5 g, 250 mL’lik damitma balonuna tartildi.
Uzerine 20 g gliserin ve 2 mL % 44’liik
NaOH ¢ozeltisi eklendi. Bu asamada 6rnekler
sabunlastirilmak {tizere kopiikler yok olup,
limon sarisina donen sivi berraklasana dek
sitilarak galkalandi. Agz1 kapatilan balon 90
°C ye kadar sogutuldu. Uzerine 20 dakika
kaynatilip, ortalama 90 °C ye sogutulan distile
sudan 90 mL ilave edilip karistirildi. Damitma
cihazinin destilat toplama kismina olgiilii
balon yerlestirilerek sogutma suyu acild.
Kaynamay1 kolaylastirmak amaciyla sabun
cozeltisi tlizerine, 0.6-0.7 g toz siinger tasi

Kilig Altun, Savrunlu, Paksoy

konuldu. Ardindan 50 mL 1 N H,SO, ¢ozeltisi
eklendi ve damitma cihazina yerlestirilerek
ortalama 20 dakikada 110 mL destilat
toplanacak sekilde kaynatarak damitildi.
Destilat 110 mL ye yaklasinca 1sitma iglemine
son verildi ve son gelen damlaciklarla 110
mL isaret ¢izgisine tamamlandi. Balonun
agz1 kapatilip 20°C deki su banyosuna, 110
mL isaret ¢izgisi su icinde kalacak sekilde
yerlestirildi ve bu sicaklikta 10-15 dakika
bekletildi. Siire sonunda seviye diismiigse saf
su ile 110 mL ¢izgisine tamamlandi. Destilat
stizge¢ kagidindan 100 mL’ lik bir olgiilii
balona siiziildii. Siiziintiiden 100 mL aliarak
fenolftalein ve 0.1 N NaOH ile titre edildi. Yag
kullanmadan kontrol deney yapild1 ve kontrol
deney sonundaki sarfiyat toplam sarfiyattan
cikarildi.

Hesaplama

RM Sayisi=(V1-V0)xNxfx 1l

V1: Deneyde harcanan NaOH c¢ozeltisi
hacmi , mL

V0: Tanik deneyde harcanan NaOH
¢Ozeltisi hacmi , mL

N : Titrasyonda kullanilan NaOH
¢Ozeltisinin normalitesi
f:  Titrasyonda  kullanilan =~ NaOH

¢Ozeltisinin faktori

BULGULAR

Analiz edilen orneklerin 2013 ve 2014
yillarina ait RM sayilar1 Tablo 1 ve Tablo 2’de
gosterilmistir. 2013 yilinda toplanan drneklere
ait ortalama RM sayilar1 18.90+7.17, 2014
yilinda toplanan 6rneklere ait RM sayisi ise
24.14+5.82 olarak bulunmustur. Analiz edilen
tiim sadeyag orneklerinde en diisiik RM sayis1
0.44, en yliksek RM sayisi ise 29.96 olarak
Olciilmistiir (Tablo 3).
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Tablo 1: Aylara gore sadeyag o6rneklerinin RM sayilart (2013 Yili)

Tablo 2: Aylara gore sadeyag orneklerinin RM sayilar (2014 Y1)
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Tablo 3.Orneklerin yillara gore RM sayilari

TARTISMA

Bu caligmabulgulari incelendiginde toplam
256 adet sadeyag Orneginin RM sayilarinin
0.44-29.96 araliginda ve ortalama RM
sayisinin ise 21.52 oldugu tespit edilmistir.
Ulkemizde yapilan benzer calismalardaki
RM sayist incelendiginde Yalgin ve ark.’nin
1993 yilinda Konya ilinden temin ettikleri 15
adet tereyag oOrnegi ile yaptiklar1 ¢alismada
RM sayisinin 22.65-28.40 araliginda oldugu
ve bu c¢alisma bulgulan ile kiyaslandiginda
en disiik degerin bu ¢alismadan cok daha
yiiksek oldugu, en yiiksek degerin ise bizim
calismamizda bulunan en yiiksek degere
yakin oldugu goriilmektedir (14). Margarin
ile tereyagin tagsisinin tespitine yonelik 2014
yilinda Tahmas Kahyaoglu ve Cakmakgi
tarafindan yapilan bir calismada saf tereyagin
RM sayisinin 26.17 oldugu, saf margarinin
ise RM sayisinin 0.42 oldugu arastirmacilar
tarafindan rapor edilmistir. Arastirmada
esit oranlarda tereyag ve margarin karigimi
ormeklerinin  RM  sayis1  0.55  olarak
Ol¢lilmiistiir. Bu caligmada tespit edilen en
diisiik RM sayisinin, aragtirmacilarin tereyag
ve margarinin esit oranda karistirildigi 6rnege
ait degerden daha diisiik oldugu goriilmektedir
(15). 2004 yilinda Sagdic ve ark.” larinin
Konya ili piyasasindan temin ettikleri keci,
koyun, inek siitlerinden {iretmis olduklart
tereyaglarda RM sayilarinin sirastyla 27.27,
27.99, 26.88 bulundugu bildirilmistir (6).
Arastirmacilarin  bulgulari, bu ¢aligmada
analiz edilen 6rneklerin biiyiik cogunlugunun

Kilig Altun, Savrunlu, Paksoy

RM sayilarindan daha yiiksek oldugunu
gostermektedir.

Yaptigimiz literatiir taramalar1 neticesinde
sadeyaglarda RM sayisinin arastirildigi ulusal
veya uluslararas1 makaleye ulasilamamustir.
Bu sebeple bu caligma bulgulart yapilan
ghee arastirmalari ile tartisilmistir. Kumar ve
ark. ‘nin 2016 yilinda Hindistan’in Meerut
ilinde ghee Ornekleri ile yapmis olduklari
RM 28.00-40.20
araliginda, ortalama RM sayisinin ise 34.10
oldugu bildirilmistir (2). Arastirmacilarin

calismada sayilarinin

bulgularinin Tiirkiye’de yapilan tereyag ve
sadeyag analiz sonuglarindan daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Gandhi ve ark.’lar
2014 yilinda palm yagi ve koyun i¢ yagi
hileli ghee Ornekleriyle yapmus olduklari
calismada saf inek siitiinden {iiretilen ghee
orneklerinin RM sayilarimi ortalama 29.50,
saf bufalo siitiinden tiretilen ghee 6rneklerinin
RM sayilarini ortalama 33.30 olarak tespit
etmisler, ghee Orneklerine % 9 palm yagi
ve % 21 koyun i¢ yag ilave ettiklerinde
RM sayisinin inek siitiinden iiretilen ghee
orneklerinde ortalama 23.87, bufalo siitiinden
iiretilen ghee 6rneklerinde ise ortalama 26.51
oldugunu rapor etmislerdir (5).

Hindistan’in Karnal sehrinde 2010 yilinin
Agustos ayinda marketlerden toplanan ghee
orneklerinin RM sayilar1 en diisik 16.61,
en yiiksek 33.44 olarak tespit edilmistir.
Aragtirmacilar siit yagindan tiretilen iiriinlerde
RM sayismin 17 ile 35 arasinda degistigini,
pamuk tohumu ile beslenen hayvanlarin
stitlerinden elde edilen ghee Orneklerinde
bu saymin 5-6 birim diigebilecegini, farkl
hayvan tiirlerine ait i¢ yaglarinin ve tiim
nebati yaglarmn hile amagli kullaniminda RM
say1sini ortalama %10 oraninda diistirdiiglinii
bildirilmislerdir (16).

Pradhan  tarafindan 2016
Hindistan’da yiiriitiilen tez ¢calismasinda inek
siitinden tretilen ghee Orneklerinde RM

yilinda
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v

sayisinin 27.39 ile 28.71 arasinda degistigi
ve ortalama degerin 28.01 oldugu, saf palm
yaginin 0.11-0.22, saf soya yaginin 0.11-0.33,
kanolayagminise0.11-0.22 RM sayisina sahip
oldugu arastirmaci tarafindan rapor edilmistir.
% 2 kanola yagi hileli ghee 6rneklerinde RM
say1st ortalama 14.30, % 2 soya yag hileli
ghee Orneklerinde RM sayisi ortalama 10.27,
% 2 palm yag hileli ghee 6rneklerinde RM
sayist ortalama 20.75 olarak tespit edilmistir
Arastirmact % 1.5 ve lizeri hile amagl ilave
edilen nebati yaglarin RM sayisi ile tespitinin
kolay ve giivenilir oldugunu bildirmistir (4).

SONUC

Sadeyag; siit yagindan iiretilen gerek
ekonomik gerekse besleyici degeri yiiksek
olan siit {irliniidiir. Bu aragtirmada Sanlurfa
ilinden 2013 ve 2014 yillarinda toplanan
sadeyag Orneklerine ait ortalama RM
sayilart sirasiyla 18.90+7.17 ve 24.14+5.82
olarak bulunmustur. Arastirma bulgulari,
yapilan diger aragtirmalarin bulgulan ile
kiyaslandiginda ortalama RM sayisinin daha
diisiik oldugu tespit edilmistir. Siit yagi kokenli
olmayan diger yaglarin {irliin bilesimine hile
amacli girmemesi amaciyla iilkesel RM
standardinin  sadeyag i¢in olusturulmasi
ve sadeyag iretiminin iilke genelinde
yaygmlastirilmast hem iilke ekonomisine
hem de halk sagligina fayda saglayacaktir.
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OZET

Radyoaktif iyot ("*'T) hipertiroidizm ve tiroid kanserlerinin tan1 ve tedavisi amaciyla kullanilan bir
radyoniikliddir. Bu ¢alisma ile ratlarda radyoiodinden (*3'T) kaynaklanan karaciger hasarimin histopatolo-
jik ve immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesi amaglandi. Calismada 20 adet disi Wistar Albino
rat kullanildi ve bunlar rastgele higbir isleme tabi tutulmayan kontrol grubu (n=10) ve '*'Tuygulama gru-
bu (n=10) seklinde ikiye ayrildi. Ugiincii aymn sonunda nekropsileri yapilan ratlarm karaciger dokulari
rutin doku takibine alindi. Karacigerin histopatolojik incelemesinde *'T grubunda kapsula altinda granu-
lom olusumlarima rastlandi. immunohistokimyasal boyamada "*'I grubunda hepatik satellate hiicrelerin
(HPCs), yogunlugunu gosteren GFAP boyamalariin kontrol grubundan daha yiiksek bir degere sahip
oldugu goriildii.

Anahtar sozciikler: 31, histopatoloji, karaciger, HPCs, GEAP, immunohistokimya, rat.

HYSTOPATHOLOGICAL FINDINGS AND HEPATIC SATELLITE CELLS INCREASE
IN THE LIVER OF THE RATS APPLIED RADIOIDIN (')

ABSTRACT

Radioactive iodine (**'T) is a radionuclide used for the diagnosis and treatment of thyroid
cancers and hyperthyroidism. This study was aimed to evaluation by histopathological and
immunohistochemical of hepatic damage caused by radioiodine (**'I) in the rat. Twenty
female Wistar Albino rats were used in the study and they were randomly divided into two
groups as control group (n = 10) and "*'T application group (n = 10). At the end of the third
month, the liver tissues were taken of rats at the necropsy, the tissue specimens underwent
routine tissue processing. Histopathological examination was observed granuloma formation
in the liver in "'T group. Immunohistochemical staining the GFAP was showed in the '
group the higher than in the control group, that showed density of the hepatic satellite cells

(HPCs).
Key words: ¥, histopathology, liver, HPCs, GFAP, immunohistochemistry, rat.
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GIRIS

Tiroid hastaliklarinda radyoniiklid tedavi
amaci ile radyoaktif iyot ("*'I) kullanilmakta
olup etkin, pratik, giivenilir ve ucuz olmasi-
nin yanisira cerrahi komplikasyonlar g6z6-
niine alindiginda avantajl bir tedavi modeli
olmasi nedeniyle 1940’11 yillardan beri basa-
r1 ile kullanilmaktadir (1) . 1*'I tedavisi insan,
kedi ve kopeklerde tiroid hastaliklarinda,
Graves ve toksik nodiiler guatr gibi hiperti-
roidi ile seyreden hastaliklar ile diferansiye
tiroid kanserlerinin ablasyon ve tedavileri
gibi bircok alanda kullanilmaktadir (1-4).
BIP’in yarilanma 6mrii 8,1 giindiir. Yapisin-
daki beta partikiillerinin minimum enerjisi
69 kiloelektronvolt (keV), ortalama enerjisi
190 keV, maksimum enerjisi 606 keV, gama
partikiillerinin enerjisi ise 364 keV ve doku-
daki ortalama mesafe araligt 0.4 mm olan
bir radyoniikliddir. i¢erdigi beta partikiilleri
hiicre hasarina yol acarak tedavide kullanilir
iken, gama enerjisi ise sintigrafik goriintiile-
meye olanak tanimaktadir (5). Oral yolla uy-
gulanan "'l gastrointestinal sistemden tam
ve hizli bir sekilde emilerek sistemik dolasi-
ma gegmektedir (2,6). Tan1 ve tedavi amaci
ile kullanilan *'T ’in erken, ara ve ge¢c donem
yan etkileri bildirilmistir (2, 7). Kisa donem
(ilk 96 saat) yan etkileri kserostomi, bulan-
t1, karin agrisi, kusma, tat alma duyusunda
degisiklikler, paratiroid ve submandibular
bezlerde hassasiyet ile tiroid ¢evresinde agri
sayilabilir (7). Ara donem yan etkileri (< 3
ay) siyaloadenitis, tat alma veya koklama
duyusunda kayip ve gecici allopesiden olus-
maktadir (2). Uzun donem (> 3 ay) yan et-
kileri ise kseroftalmi, kronik ve tekrarlayan
konjuktivit ve dakriyostenozidir (2, 8-10).

Karaciger, parenkimal ve nonparenkimal
hiicrelerden olusur. Nonparenkimal hiicreler
arasinda endotel hiicreleri, Kupffer hiicrele-
ri, karacigere bagl dogal oldiiriicii hiicreler,
hepatik stellate hiicreler (HSCs) ve kolangi-

yositlerdir yer almaktadir (11). Hepatic stel-
late hiicreler (HSCs) karacigerin onariminda
onemli role sahiptir (12-14). HSCs’in kolla-
gen iiretiminde, fibrinogenezis ve dolayisi ile
sirozun gelisiminde 6nemli bir rolii oldugu
bilinmektedir (13, 15). Aktive olmus HSCs
normalde A vitamini sentezleyen hiicreler-
den, hasar gormiis karaciger dokusunda eks-
traseliiler matriks (ECM) tireten kontraktil
myofibroblastik hiicrelere doniisiir (15, 16).
HSCs siniizoidal alanlardaki makrofaj, dent-
ritik hiicre veya kuffer hiicreleri gibi antijen
sunan hiicreler (APC) ile etkilesim icerisinde
olup, APC’lerin antijen sunma islevlerini et-
kileyebilmektedir (17).

HSCs mezenkimal hiicreler olarak tanim-
lanir. Bu hiicreler vimentin, a-smooth musc-
le actin (a-SMA), desmin ve glial fibriler
asidik protein (GFAP) gibi sitoskeletal pro-
teinler icermektedir (18, 19). Ratlarda HSCs
astrositlerdeki ara filamentlerin ana bileseni
olan Glial Fibrilar Asidik Protein (GFAP)
igerirler. Ratlarda GFAP pozitif HSCs lo-
blilde homojen dagilmis bulunurken, nor-
mal insan karacigerinde az sayida GFAP (+)
kiictik HSCs grubu portal alanin kenarima
veya yakinina yerlesmistir. Sirozda GFAP
ekspresyonu, yeni olugsmus nodiillerin kena-
rindaki HSCs veya nodiillerdeki hiicre grup-
larinda artmaktadir (20, 21). Bu ¢alismada,
HSCs’in varligini ve yogunlugunu gostere-
bilmek i¢in immunohistokimyasal olarak
GFAP boyamasi yapildi. Daha 6nceki c¢alis-
malarda "'l kullanimimna baglh karacigerde
sekillenen fibrozis, hepatosit degenerasyo-
nu, granulom ve diger histopatolojik degisik-
liklerde HSCs’in rolii ortaya konulmamustir.

GEREC ve YONTEM
Hayvanlar:
Bu c¢alismanin  etik kurul onay1

03.05.2012 /0008-099 tarih ve sayili Ankara
Egitim ve Arastirma Hastanesi Hayvan
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Deneyleri Yerel Etik Kurul Komitesi
tarafindan verilmistir. Calismada 20 adet
(ortalama agirhigr 225-275 gr, 4-6 aylik)
disi, Wistar albino rat kullanildi. Ratlar
Saki Yenili Deney Hayvanlar1 Uretim
Laboratuarindan saglandi. Ratlarin ortama
adaptasyonu amaciyla laboratuara bir hafta
onceden getirildi. Tlim ratlar, Ankara Egitim
ve Arastirma Hastanesi Deney Hayvanlari
Laboratuari’nda, % 65-70 nem, 22+1 °C
sicaklikta, 12 saat gece ve 12 saat giindiiz 151k
periyodu olan ortamda barindirildi. Ratlar
polipropilen kafeslerde, radyoaktif bulastan
korunma amagh tek kullanimlik absorban
bezler konularak barindirildi ve ad libitum
sistemine gore beslendi. Ratlar rastgele 2
gruba ayrildi. I1ki 'T kullanilmayan kontrol
grubu (n=10), digeri 111 MBq (~3 mCi)
nazogastrik sondaj yolu ile (Radyoiyodin
MON-IYOT-131Eczacibasi/MonrolNiikleer
Uriinler Sanayi ve Ticaret Anonim Sirketi
Gebze, Kocaeli, Tiirkiye) verilen "' grubu
seklindeydi. *'I grubundaki ratlar 3 ay sonra
intraperitoneal olarak 50 mg/kg propofol
verildikten sonra etik kurallara uygun olarak
dekapite edilerek karaciger dokular1 alindi.

Histopatolojik inceleme:

Gruplardaki ratlardan nekropsi sonra-
st alinan karaciger dokular1 %10’luk nétral
tamponlu formaldehit (pH 7.2-7.4) soliis-
yonu igerisinde tespit edildi. Rutin doku
takibinden sonra olusturulan parafin blok-
lardan 4 p kalinliginda kesitler alinip Hema-
toksilen-Eozin (H&E) ile boyandi. Boyama
sonrast kesitler 151k mikroskobunda (Olym-
pus BX53) ve yiiksek ¢oziiniirliiklii kamera
altinda (Olympus DP73) incelendi. Dokular
fibrozis ve granulom olusumu yonlerinden
incelendi.

GFAP immunohistokimyasal inceleme:

Mikrotomda 4 p kalinhiginda kesilerek
lysinli lama alinan preparatlarda immu-
nohistokimyasal boyamalar igin streptavi-

Yilmaz, Yumsak, Atilgan, Koca, Korkmaz

din-biotin-peroksidaz yontemi kullanildi.
Polyclonal Mouse Anti-Human Glial Fibril-
lary Acidic Protein (GFAP) (DAKO) anti-
koru 1:300 oraninda sulandirilarak 37°C’de
1 saat inkube edilerek, Streptavidin Biyotin
Peroksidaz teknigine gére boyandi. Antijen
aciga cikarma islemi i¢in 37 °C’de, 15 daki-
ka, proteinaz K ile gerceklestirildi, kromojen
olarak diaminobenzidine 3 dakika (DAB,
TA-012-HDC ve DAB substrate buffer, TA-
125-HDS; Lab Vision) ve zemin boyamasi
icin Harris Hematoksilen (Merck) kullanil-
d1. Immunuhistokimyasal boyama sonuglari
151tk mikroskobunda oncelikle pozitif veya
negatif boyama seklinde incelendi. Immu-
nositokimyasal skorlamada boyanmanin
dagilimi ve yogunlugu goz oOniine alinarak,
her kesitte x40 obkejtifde rastgele segilen 5
objektif alanindaki pozitif boyanan hiicreler
sayilarak 0: yok, 1-15:1, 16-30: 2, 31-45: 3,
46>4 seklinde derecelendirildi.

Istatistiksel degerlendirme:

Gruplar arasinda immunohistokimyasal
boyama sonuglarinin degerlendirilmesi igin
non-parametrik testlerden Wilcoxon-kont
testi uygulandi.

SONUCLAR

Makroskobik olarak, "'l grubunda ka-
racigerin yiizeyinde 0,3 mm-1 cm arasinda
degisen boyutlarda, beyazimsi1 krem renkte,
multifokal granulomlar gézlendi.

Histopatolojik inceleme sonuc¢lari:

Mikroskobik incelemede, *'I grubunda
makroskobik olarak karacigerin ylizeyinde
goriilen odaklarda granulom olusumlarina
rastlandi. Bu granulomlar karaciger kapsiili
altina yerlesmis olup, ¢evresi bag doku ile
cevrili, bazilarinda merkezde pembe renkte
diizensiz yapida nekroz alanlarinin oldugu
odaklar seklindeydi. Ayrica bu alan igerisin-
de gelisi glizel dagilim gosteren bazilari tam
mineralize olmus sekilsiz mor renkte kalsi-
fikasyon alanlar1 ile tam mineralize olma-
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mis seffaf mavimsi renkte kristalize yapilar
gozlendi. Granulom igerisinde yabanci cisim
dev hiicrelerine rastlandi (Resim 1.C). Ayri-
ca karaciger parankiminde ozellikle portal
iicgende bag doku artis1 dikkati ¢ekti (Resim
1.B). Kontrol grubunda c¢ok hafif siddette
hiperemi disinda herhangi bir histopatolojik
lezyona goriilmedi (Resim 1.A).

Immunohistokimyasal inceleme

sonuclari:

Pozitif boyanan GFAP pozitif HSCs hiic-
reler kontrol grubunda sinuzoidlerde diizen-
siz, ince bantlar seklinde koyu kahve renkte
gozlendi (Resim 2.B). T grubunda ise yine
sinuzoidlerde diizensiz, ince bantlar sek-
linde, portal liggende perivaskuler fibrozis
alanlar ile granulom cevresindeki dejenere
hepatositlerin sitoplazmalarinda koyu kahve
renkte (Resim 2.C) goriildii. Boyanma sitop-
lazmada, koyu kahve renkteydi. *'I grubun-
da gozlenen pozitif boyanmalarin kontrol
(Resim 2.A) grubuna gore oldukca yogun
oldugu dikkati cekti.

Istatistiksel degerlendirme sonuglari:

Wilcoxon-kont testine gore gruplar ara-
sinda istatistiki olarak farklilik tespit edildi
p<0,01. Yapilan istatistiksel degerlendirme-
ler Tablo 1 ve 2’de belirtilmis

Tablo 1. Gruplar aras istatistiki degerlendirme

N Mean rank Sum of ranks

Negativeranks 0° .00 00
Positiveranks  10° 5,50 55,00
1317
Ties 0=
Total 10

a:1311I< kontrol, b: 131> kontrol, ¢: 131I= kontrol.

Tablo 2. Gruplar arasi istatistik sonucu
Test Statistics 13T kontrol

Z -2,919°
Asymp Sig. (2-tailed) 004
a. Wilcoxon Signed ranks test

b. Based on negativeranks

TARTISMA

Total viicut iyonize radioiodin uygulama-
lar1 hiicresel oksidatif stresi artiran serbest
oksijen radikallerine bagli olarak ¢oklu or-
gan disfonksiyonlarina neden olabilmekte-
dir. Bu durum DNA ve hiicre membraninda
hasara neden olmakta (22), DNA sentezini
azaltmakta (23) ve pro-oksidan ve antioksi-
danlar arasindaki dengeyi bozmaktadir (24).
B1T tedavisinin karaciger dokusunda olustur-
dugu hiicresel hasarin en 6nemli nedeni lipid
peroksidayonudur. Bugiine kadar "' uygu-
lamasinda karacigerde radyasyon hasarini
azaltmak i¢in antioksidanlar, sitoprotektif
ajanlar, angiotensin-II tip 1 reseptor antago-
nistleri, immiin modiilatorler, prostaglangin-
ler ve A, C, E vitaminleri (25) ve montelukast
(26) gibi bircok sentetik veya dogal ilaglar
kullanilmistir. Karacigerde 6zellikle kapsula
altinda olusan lezyonlar histopatolojik ola-
rak tipik granulom yapis1 gostermekteydi
(27). Bu galisma ile Atilgan ve ark.’nin *']
uygulamasinin karacigerde hiperemi, steato-
sis, hiicresel degisiklik, safra kanali prolife-
rasyonu, fibrozis, vendz lezyonlar, kapstilde
kalinlasma ve granulom olusumuna neden
oldugunu belirttigi calismanin bir ileri asa-
mast olarak granulomlu alanlarda HSCs’in
varligr ve yogunlugunun gostergesi olarak
GFAP’in  immunohistokimyasal boyanma-
st ile gosterilmistir. Lezyonlu bdlgelerde
GFAP’mn dolayist ile HSCs’in yogunlugu-
nun artmis olmasi daha 6nceki ¢alismalar ile
uyumluluk gostermektedir (28-30). Bu yo-
gunluk istatistiksel olarak gruplar arasinda
farklilik oldugunu gostermektedir p<0,01.

Bu caligma ile *'I uygulanan ratlarin ka-
raciger dokusunda perivaskuler fibrosiz, he-
patositlerde dejenerasyon ve kapsiilde granu-
lom olugsumlarina bagli olarak artan HSCs’in
varlii GFAP’1in immunohistokimyasal ola-
rak boyanmasi isle ilk kez gosterilmistir.
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Resim 1. Karacigerin HOE boyamalari, A: Kontrol grubu, kapsiil (ok basi), hepatosit (ok) X 200;

B: BT grubu, perivaskuler fibrozis (ok basi), dejenere hepatositler (oklar) X 200; C: ' grubu,
kapsiil (kalin ok), hepatosit (ok), dev hiicre (ok basi), kristalizasyon (yildiz) X 200.

Resim 2. Karacigerin IHC boyamalari, A: Kontrol grubu, GFAP pozitif HSCs (oklar) X 200; B:

BIT grubu, vena sentralis (kalin ok), GFAP pozitif HSCs (oklar) X 200; C: "*'I grubu, GFAP pozitif
HSCs (oklar), fibroz kapsiil (kalin ok), granulom (y1ldiz) X 200.
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OZET

Dermatofitozis, fungal etkenler tarafindan olusturulan, kil folikiilleri, tirnak ve epidermisin
keratin tabakasini etkileyen infeksiydz ve zoonoz bir hastaliktir. Dermatofitozise neden olan
etkenler Microsporum, Trichophyton ve Epidermophyton cinsinde bulunmaktadir. Bu calismada,
2013-2017 yillar1 arasinda, farkli mevsimlerde kedi ve kdpeklerden dermatofitosiz siiphesi ile
alman toplam 102 deri kazintis1 ve kil 6rnegi incelendi. Orneklerin mikolojik analizi direkt
mikroskobi ve Sabouraud Dekstroz Agara ekim yontemleri ile yapildi. Toplam 102 6rnegin 56
(%54,90)’s1 dermatofitozis yoniinden pozitif bulundu. Kedilerden alinan 24 materyalin 5 (%20
,83)’inden Microsporum sp., 3 (%12,5)’linden ise Trichophyton sp. izole edildi. Kopek orijinli
78 materyalin 47’sinde(%60,25) Microsporum sp. ve 1’inde(% 1,28) Trichophyton sp. teshis
edildi. Kedi ve kopeklerde dermatofitozis olgularina gcogunlukla ilkbahar mevsiminde (%82,75)
rastlanildig1 bunu sonbahar (%64,28) ve yaz (%38,88) mevsimlerinin izledigi belirlendi.

Anahtar sozciikler: Dermatofitozis, izolasyon, kedi, kopek

*Bu calismanin 6zeti 1. Uluslararasi Tiirkiye I¢ Hastaliklar1 Kongresi (10-12 Ekim 2017, Antalya)’nde

poster olarak sunulmustur.
ISOLATION OF DERMATOPHYTES FROM CATS AND DOG

ABSTRACT

Dermatophytosis is an infectious and zoonotic disease caused by fungal agents that affect the keratin
layer of hair follicles, nails and epidermis. The causative agents of dermatophytosis are Microsporum,
Trichophyton and Epidermophyton species. In this study, a total of 102 skin scarpings and hair samples
taken from cats and dogs with suspected dermatophytosis between 2013 and 2017 at different seasons
were investigated. The mycological analyses were conducted by direct microscopy and fungal culture on
Sabouraud Dextrose Agar. Fifty six out of 102 samples were positive for dermatophytosis. Five (24.83%)
Microsporum sp. and 3 (12.50 %) Trichophyton sp. were isolated from 24 materials taken from the cats.
Fourty seven (60.25%) Microsporum sp. and 1 (1.28%) Trichophyton sp. were diagnosed from 78 dog
based materials. The occurrence of dermatophytosis cases was mostly observed in the spring (82.75%),
followed by autumn (64.28%) and summer (38.88%) seasons in cats and dogs. .

Keywords: . Dermatophytosis, isolation, cat, dog
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GIRIS

Evcil hayvanlarda karsilasilan dermato-
fitozis; zoofilik, geofilik veya artropofilik
fungal etkenlerin 6zellikle de Microsporum,
Trichophyton ve Epidermophyton cinsine
ait tiirlerin neden oldugu tirnak/penge, kil ve
stratum korneum gibi keratinize dokularin
ylizeysel fungal enfeksiyonudur (14, 16-24).
Dermatofit etkenlerinin insan ve hayvanlarda
meydana getirdigi infeksiyona ayn1 zamanda
‘Ringworm’ olarak da isimlendirilmektedir
(29). Dermatofitozis bulasici 6zelligi ve zo-
onotik potansiyeli nedeni ile pet hayvan he-
kimliginde 6nemli bir hastaliktir. Yas, cinsi-
yet veya hayvan irki farketmeksizin tiim kedi
ve kopekler enfeksiyona duyarli olup, geng,
hasta ve yasl hayvanlarda daha sik goriilme
egilimindedir (16). Ozellikle immun yetmez-
ligi olan hastalarda dermatofitoz, haftalarca
hatta aylarca siiren bir deri hastalig1 olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (24). Dermatofitlerin
goriilme siklig1 iklim, 1s1, bagil nem ve farkh
cografi bolgelerin yagis durumuna gore de
degiskenlik gostermektedir (3).

Kedi ve kopeklerde hastaliga sebep olan
20 farkli dermatofit tiirii rapor edilmistir.
Bunlar igerisinde en sik rastlanilan tiirler
Microsporum canis, Microsporum gypseum
ve Trichophyton mentagrophytes’tir (5, 32).

Kedi ve kopekler, dermatofit tiirlerini
hasta olan hayvanlardan veya toprakta bu-
lunan artrosporlarla temas yoluyla alirlar.
Artrosporlarin stratum korneum hiicrelerine
yapismasindan sonra, keratinazlarin salgi-
lanmas1 yardimiyla stratum korneumu istila
eden hifalarin {iretimi ile germinasyon mey-
dana gelir (25). Kil saftinin dermatofitlerle
istila edilme sekline gore infeksiyon endot-
riks ve ektotriks olarak ayrimlanir (9). Hifa-
lar kil folikiiliine dogru biiyiir ve saft1 sararsa
fungal hifalar kil saftinda spora dontisiirler
ve saftta sporlar goriiliir ve boylece endotriks

invazyonu olusur. Ektotriks tutulumunda ise
kil invazyonu endotriks gibi baslar ancak
hifalar kil yiizeyine saracak sekilde disartya
dogru biiyiirler ve kutikula yikimlanir (9).
Invazyon sebebi ile yangisal cevap olusur ve
normal sartlarda hastaligin ayrimi 1-3 ayda
sekillenir (25). Bunu takiben 6ncelikli olarak
hiicresel ve humoral immun yanit olusmak-
tadir (8, 26, 35). Dermatofitozis kedi ve ko-
peklerde esasen follikiiler bir hastaliktir ve
klinik bulgular temelde kil kokii hasarinin ve
buna bagli iltthaplanmanin bir yansimasidir.
Pruritusun siddeti degiskendir. Kopeklerde
paplil, pistiil, fokal veya genisce bir alopesi,
degisken eritem ve kabuklanma goriiliirken
kedilerdeki lezyonlar igerisinde kabuklan-
ma, fokal, multifokal veya generalize alope-
si, eritem, milier dermatitis bulunmaktadir
(11, 32).

Dermatofitlerin laboratuvar tanis1 direkt
mikroskobi ve kiiltiir yontemiyle yapilmak-
tadir. Mikroskobik muayenede kil kokii ve
deri kazintilarinin incelenmesi ve lezyonlu
materyalde hifa ve sporlarin goriilmesi pra-
tikte yardimci olmaktadir(10, 12, 15, 17,
33). Kesin tan1 fungal kiiltiirle yapilir ve
bu amagla ¢ogunlukla Sabouraud Dekstroz
Agar kullanmilir. Ekim yapilan besiyerleri
2-4 hafta arasinda inkiibasyona birakilir ve
tireyen mantarlarin mikroskobik ve makros-
kobik morfolojileri incelenir. Bazen {ireaz
aktivitesi gibi biyokimyasal veya in vitro
sa¢ penetrasyon testi gibi fizyolojik testle-
rin uygulanmas1 gerekebilir (12, 27, 33).

Bu ¢alismada, 2013-2017 yillar1 arasinda
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali La-
boratuvari’na dermatofitozis slipheli olarak
gonderilen kedi ve kopeklere ait deri kazin-
tist ve kil orneklerinin dermatofitozis yo-
niinden incelenmesi ve mevsimsel izolasyon
oranlarinin saptanmasi1 amaglanda.
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MATERYAL VE METOT

Materyal: Bu ¢alismada, 2013-2017 yil-
lar1 arasinda 24 kedi ve 78 kopekten olmak
{izere Mehmet Akif Ersoy Universitesi Ve-
teriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuva-
ri’na dermatofitozis siipheli olarak gonderi-
len toplam 102 deri kazintis1 ve kil 6rnegi
incelendi.

Direkt mikroskobik inceleme: Tiim kil
ve deri kazint1 6rnekleri lam tizerinde %10-
20’lik potasyum hidroksit (KOH) soliisyonu
ile karistirild1 ve iizerlerine lamel kapatildi.
Oda sicakliginda 15-20 dakika bekletildikten
sonra mikroskopta 40x objektif ile incelene-
rek hifa ve spor yapilart arand1 (1).

Kiiltiir: Ornekler, kloramfenikol supp-
lement (0.05 mg/ml) (Oxoid, UK) eklenmis
Sabouraoud Dekstroz Agar (SDA)’a (Oxoid,
UK) pens yardimi ile gomiilerek ekildi. Be-
siyerleri 25 °C’de 1-4 hafta siire ile her giin
kontrol edilmek iizere inkiibasyona birakildi
(1).

Mantar Kolonilerinin makroskobik
ve mikroskobik incelenmesi: inkubasyon
sonrasi olusan kolonilerin iireme durumu ve
sliresi, petrinin 6n ve arka ytiziindeki koloni
rengi kaydedilerek makroskobik incelemesi
tamamlandi (1). Mikroskobik inceleme igin
ise laktofenol pamuk mavisi-selofan bant
yontemi kullanildi (29). Mantar kolonilerine
ait hifa, makrokonidium ve mikrokonidium
yapilar1 incelenerek dermatofitler cins diize-

yinde tayin edildi (30).

BULGULAR

Toplam 102 0&rnegin 56 (%54,90)’s1
dermatofitozis yoniinden pozitif bulun-
du (Tablo 1). Kedilerden alinan 24 mater-
yalin 5 (%20,83)’inden Microsporum sp.,
3 (%12,5)’tinden ise Trichophyton sp. izole
edildi. Kopek orijinli 78 materyalin 47’sin-
de (%60,25) Microsporum sp. ve 1’in-
den (%1,28) Trichophyton sp. teshis edildi

Sahan Yapicier, Sababoglu, Oztiirk ve ark.

(Tablo 2). izole edilen dermatofit etkenleri-
nin mevsimsel dagilimi Tablo 3’de gosterildi.

Tablo 1. Dermatofitlerin izolasyon sonuglari

Tablo 2. Dermatofit etkenlerinin 6rneklenen
tiirlere gore dagilimi

Tablo 3. Dermatofit etkenlerinin 6rneklenen
mevsimlere gore dagilimi

TARTISMA

Kedi ve kopeklerin dermatofitozis infek-
siyon oranlarinin birbirinden ¢ok farkli oldu-
gu, kopeklere oranla kedilerde infeksiyona
daha fazla rastlandig1 belirtilmistir (13, 22,
23). Kopeklerde dermatofitoz goriilme ora-
ninin % 4-10 arasinda degistigi (3, 4, 7, 19,
35, 36), kedilerde ise tespit edilen oranlarin
% 20-30 arasinda oldugu bildirilmistir (3, 4,
20, 28, 35). Bu konuda farkl1 aragtirmacilarin
dermatofitoz siipheli kedi ve kdpeklerde yap-
t1ig1 calismalar degerlendirildiginde; Lewis
ve ark. (19) Amerika Birlesik Devletleri’n-
de kopeklerden alinan 1824 6rnekte (%3,8),
kedilerden alinan 408 6rnekte (%14,9); Ca-
banes ve ark. (4) Ispanya’da 105 kopekte
(%14,3), 56 kedide (%33,9); Brezilya’da
Brilhante ve ark. (3) 189 kopekte (%14,3),
38 kedide (%36,8); Mancianti ve ark. (21),
7650 kedide % (24,7); Cafarchia ve ark. (5)
156 kedide (% 28.,2) oraninda dermatofit
izolasyonu gerceklestirmistir. Ingiltere’de
ise 1956-1991 yillar1 arasindaki bir diger
calismada inkesiyon, 4942 kopekte (%9,6),
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3407 kedide (%26,2) oraninda tespit edil-
mistir (34, 35). Bu ¢alismada; direkt mikros-
kobik inceleme ve kiiltiir islemleri sonucuna
gore incelenen 102 ornegin 56 (%54,90)’s1
dermatofitozis yoniinden pozitif bulundu.
Izolasyon oranlar1 kedilerde (% 33,33), ko-
peklerde ise (% 61,54) olarak saptandi. Elde
edilen bu oranlar, konu ile ilgili yapilan diger
calismalarin sonuglarindan farklilik gosterdi.

Pet hayvanlarinda dermatofitozis olgula-
rinin %95’inden fazlasina Microsporum ve
Trichophyton tiirlerinin sebep oldugu be-
lirtilmektedir (4, 6, 38, 39). Bu ¢alismada,
hayvan tiirii dikkate alinmadan izolasyon
oranlarina bakildiginda toplam 6rnek sayi-
smin (%50,99)’unun  Microsporum sp. ve
(%3,9)unun Trichophyton sp. olarak tespit
edilmis olmas1 bu sonucu desteklemektedir.
Calismamizda Microsporum sp. kedilerde
(%20,83), kopeklerde (%60,25) oraninda,
Trichophyton sp. ise kedilerde (%12,5), ko-
peklerde (%1,28) oraninda tespit edilmesi
diinyanin degisik bolgelerinde yapilan ca-
lismalarla benzerlik gdstermektedir (3, 4,
23, 28). Nitekim Tiirkiye’de Babacan ve
ark. (2) tarafindan yapilan bir ¢aligmada da
Microsporum sp. kedilerde %85, kopekler-
de (%78,1), Tricophyton sp. ise kedilerde
(%15), kopeklerde (%21,8) oraninda izole
edilmistir.

Dermatofitlerin goriilme sikliginin mev-
simlere gore degistigi bildirilmistir(4, 5, 21).
Farkli iilkelerde yapilan caligmalarda; 6zel-
likle sonbahar ve kis aylarinda dermatofit
izolasyon oranlarinin daha yiiksek oldugu-
na dikkat ¢ekilmistir (18, 36). Ulkemizde
yapilan ¢alismalarda ise kedi ve kopeklerde
goriilen dermatofitozis olgularinin daha ¢ok
ilkbahar aylarinda yogunlastig1 goriilmekte-
dir (2, 7, 37). Bu ¢alismada da, infeksiyon,
tilkemizde kedi ve kopek iizerine yapilan ca-
lismalara benzer olarak 6zellikle ilkbaharda
%82,75 nispeten daha yiiksek olmak {izere

sirastyla sonbahar ve yaz aylarinda %64,28
ve % 38,88 olarak tespit edildi. Yaptigimiz
calismada dermatofit izolasyonunun ilkba-
harda diger mevsimlere gore nispeten fazla
olmasimin, Tiirkiye’de ilkbahar mevsiminin
yagmurlu ve nemli ge¢cmesi ile iligkili olabi-
lecegi diislintildii. Buna benzer bir durum da
komsu iilke Azerbaycan’da Roshanzamir ve
ark. (31)’nmin yaptig1 ¢alismada bildirilmistir.

SONUC

Sonug olarak bu c¢alismada kil ve deri ka-
zintis1 Ornegi alinan dermatofitozis silipheli
kedi ve kopeklerin yaklasik %50’sine cins
diizeyinde dermatofitozis tanisi konulmus-
tur. Zoonotik dnemi nedeniyle siipheli olgu-
larda laboratuvar teshisinin gerekli oldugu
ve hayvan sahipleri ile veteriner hekimlerin
bulasma olasiligr konusunda daha dikkatli
davranmas1 gerektigi sonucuna varildi.
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OZET

Bu ¢alismada Burdur 1li’ndeki buzagilarda saptanan sigir respiratuar sinsityal virus (BRSV)
enfeksiyonlart makroskobik, mikroskobik ve immunohistokimyasal bulgulariyla detayl olarak
incelendi. Solunum problemleri ile 6len ve immunohistokimyasal olarak BRSV tespit edilen
buzagilarin nekropsisinde makroskobik olarak kraniyo-ventral loblarda koyu kirmizi renkli ve
sert kivamli pndmoni alanlar1 gézlendi. Bu alanlarin kesit yiizlerinden kopiiklii ve mukopurulent
bir eksudat s1ziyordu. Mikroskobik olarak akciger kesitlerinde interstisyel ve bronko-interstisyel
pndmoni bulgular1 gézlendi. Pnémoni bolgelerinde yogun sekilde karakteristik sinsityal hiicreler
ve bazi bronsg-bronsiyol epitellerinde intrasitoplazmik inkliizyon cisimciklerine rastlandi.
Immunohistokimyasal incelemelerde; brons, bronsiol ve alveol epitelleri ile liimenlerindeki
yangisal hiicre ve dzellikle sinsityal hiicrelerin sitoplazmalarmda immuno-pozitif alanlar dikkati
¢ekti. Bu caligmanin amact; Burdur bolgesinde buzagilarda ciddi kayiplara neden olan BRSV
hastaliginda makroskobik, mikroskobik ve immunohistokimyasal bulgularinin detayli olarak
sunulmasidir.

Anahtar kelimeler: BRSV, buzagi, patoloji, immunohistokimya

PATHOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDIES IN
RESPIRATORY CYNCITIAL VIRUS (BRSV) INFECTIONS IN CALVES

ABSTRACT

In this study, bovine respiratory syncytial virus (BRSV) infections of calves were examined
in detail with macroscopic, microscopic and immunohistochemical findings in Burdur province.
At necropsy of calves that died from respiratory findings and immunohistochemically BRSV
diagnosed, dark red and hard areas in the cranio-ventral lobes grossly. Foamy and mucopurulent
exudate was leaking from the cross-sections of these areas. Microscopically, findings of interstitial
and broncho-interstitial pneumonia were observed in the lung sections. At the pneumonic
areas, marked characteristic syncytial cells and intra cytoplasmic inclusion bodies were seen
in some bronchiolar and bronchial epithelial cells. Immunohistochemically, immuno-positive
areas were seen in the bronchial, bronchiolar and alveolar epithelial cells and the cytoplasm of
inflammatory cells especially syncytial cells. The aim of this study was detailed presentation of
macroscopical, microscopical and immunohistochemical findings of BRSV disease in calves
which cause serious economic losses in Burdur province.

Keywords: BRSV, calf, pathology, immunohistochemistry
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Buzagilarda Respiratuar Sinsityal Virus (Brsv) Enfeksiyonlarinda

GIRIS

Bovine respiratuar sinsityal virus (BRSV)
enfeksiyonu sigirlarin 6nemli solunum yolu
enfeksiyonlarindandir. Ozellikle 2 hafta-6
aylik buzagilarda solunum sisteminde sid-
detli klinik ve patolojik degisikliklere neden
olmaktadir (1). Respiratuar sinsityal virus
(RSV) enfeksiyonu, paramyxoviridea famil-
yasina bagli bir RNA virusu olan pneumo-
viruslar tarafindan olusturulur (2). Diinyanin
bir ¢ok iilkesinde yaygin olarak bulunan bu
enfeksiyon (3,4) tilkemizde de sigir isletme-
lerinde buzagilarda o&zellikle solunum sis-
temi hastaliklarina bagli kayiplarin 6nemli
nedenlerindendir (5-8).

Hastalik adim1 brons, bronsiol ve alveol
liimenlerinde bolca bulunan ve dokiilmiis
epitel hiicre ¢ekirdeklerinin sinsityumu (bir-
lesmesi) ile olusan sinsityal hiicrelerden al-
mustir. Ayrica bahsi gecen bolgelerdeki epitel
hiicre sitoplazmalarinda bulunan eozinofilik
pembe—homojen goriiniimlii inkliizyon ci-
simciklerinin goriilmesi hastaligin tanisinda
onemli kriterlerdendir (1).

Viral enfeksiyon sirasinda virusun so-
lunum sistemi hiicrelerine yaptig1 patolojik
etki sebebiyle olusan yikim, solunum yollar
florasinda bulunan Pasteurella sp., Mycop-
lasma sp., Bordatella sp. gibi firsat¢1 bak-
terilere zemin hazirlamaktadir. Bu durum
ise viral ve bakteriyel etkenlerin ise karisti-
g1 miks enfeksiyonlara (enzootik pndmoni)
neden olmaktadir. Bu sebeple bazi aragtiri-
cilar tarafindan hastalik, respiratorik hastalik
kompleksi i¢inde sunulmaktadir (1, 9).

Insanlarda RSV adi altinda ve aym viru-
sun neden oldugu ciddi solunum sistemi has-
taliklarina rastlanmaktadir. Ozellikle immun
sistemi zay1f olan ya da stirfaktan proteinle-
rinde (A,B,C,D) eksikligi bulunan ¢ocuklar-
da agir, hatta zaman zaman 6ldiiriicii hastalik
tablolar1 goriilebilmektedir. RSV’nin bagi-
siklik hiicrelerinde yarattig1 hasardan dolay1

immun yetersizlige neden oldugu konusunda
raporlar mevcuttur (10, 11).

Buzagilarda goriilen BRSV olgularinda
klinik olarak burun ve gozyasi akintisi ile
birlikte yiiksek atesle baslayan, devamin-
da hiriltili solunum ve solunum gii¢ligi ile
karakterize, degisen siddette bulgular goz-
lenmektedir. Nekropsi incelemelerinde ak-
cigerin ¢ogunlukla kraniyal, kranio dorsal
ve ventral loblarinda koyu kirmizi renkli,
karaciger kivaminda alanlara rastlanmakta-
dir. Kesit yliziinde 6dem ve atelektazik alan-
lar haricinde sekonder enfeksiyonlarin ise
karigsmasi ile brons, bronsiol ve alveollerde
irinli ve yer yer nekrotik alanlar goriilmekte-
dir. Fibrinli-nekrotik pndmoniye doniistigi
durumlarda ise akcigerlerin gogiis kafesine
yapistigi dikkati ¢cekmektedir. Mikroskobik
olarak, akut donemde interalveolar ve in-
terlober septal dokuda kalinlasma, nekrotik
bronsiolitis, deskuamasyon ve 6dem, kronik
olaylarda ise interstisyel fibrozis gibi inters-
tisyel pndmonin tipik bulgularin1 gdoster-
mektedir (12-15). Bununla birlikte alveol ve
bronsiol liimenlerinde dokiilmiis epitel hiicre
¢ekirdeklerinin birlesmesinden olusan sinsit-
yal hiicre formasyonlari ile brons, bronsiol
ve pnomositlerde goriilen intrasitoplazmik
inkliizyon cisimcikleri hastalik icin tanitici
bulgulardir (10, 11).

Bu calismada, Mehmet Akif Ersoy Uni-
versitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Ana-
bilim Dali’na gonderilmis, solunum sistemi
problemi ile 6len ve immunohistokimyasal
olarak BRSV teshisi konulan buzagi akci-
gerleri patolojik olarak incelendi.

MATERYAL VE METOT

Calismanin materyalini Mehmet Akif Er-
soy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’na 2014-2017 yillar1 arasinda
solunum problemi ile 6len ve teshis icin ge-
tirilen BRSV siipheli 6 hafta ile 5 aylik yas
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araligindaki 12 adet buzagi akcigeri olus-
turdu. Doku 6rnekleri %10’luk formaldehit
sollisyonunda tespit edildikten sonra rutin
patoloji takip prosediiriinden gegirilerek pa-
rafine gdmiildii. Bu parafin bloklardan Sp
kalinliginda normal ve Poly-I-lisinli lam-
lara kesitler alindi. Normal lamlara alinan
kesitler rutin hematoksilen&eozin boyama
yontemi ile boyanarak 1gik mikroskobunda
incelendi. Poly-l-lisin’li lamlara alinan seri
kesitler ise standart ticari Avidin-Biyotin
Peroksidaz Kompleks (ABC-P) kiti kulla-
nilarak (UNIVERSAL HRP-DAP KIT 500
TEST, BIOGENEX, Cat. No: QD420-YIK)
Anti-Respiratory Syncytial Virus antibody
(Abcam, Cat. No: ab20745- 1/500 sulandir-
ma) ile boyandi. Tiim kesitlerin Olympus
BX51 151tk mikroskobunda Olympus DP25
kamera sisteminde mikrofotograflar1 ¢ekile-
rek degerlendirmesi yapildi. Ayrica pndmoni
bulgusu gostermeyen ayni yaslardaki 10 adet
buzagi akcigerine ait parafin bloklar histopa-
tolojik olarak pndmoni yoklugu teyit edil-
dikten sonra kontrol grubu olarak kullanildi.

BULGULAR

Nekropsi Bulgular:

Klinik olarak oksiiriik ve burun akintisi
bulunan buzagilarin nekropsilerinde akci-
gerin ¢ogunlukla kraniyal loblarinda lobu-
ler dagilimli koyu kirmizi renkli, konsolide
alanlar gozlendi. Bu alanlarin kesit yiiziinde
brons ve bronsiol liimenlerinde kopiiklii bir
O0dem sivisi ile birlikte mukopurulent bir ek-
sudat vardi (Figiir 1). Siddetli olaylarda ise
boz beyaz renkli yer yer sekester yapisin-
daki nekrotik alanlara rastlandi. Konsolide
alanlarin ¢evresinde yogun olmakla birlikte
kraniyal loblarda amfizemli alanlar goriildii.
Baz1 olgularda akcigerde genis konsolide
alanlar bulundugu ve akcigerlerin gogiis ka-
fesine yapisik durumda oldugu tespit edildi.

Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik incelemelerde, akciger-

Ozyzldzz, Ozmen, Dolu

de, viral pndmonilerde goriilen interstisyel
pndémoni bulgulariin yaninda muhtemel se-
konder enfeksiyonlarin etkisiyle sekillenen
bronkopndémoni bulgulariyla kendini goste-
ren bronkointerstisyel pndmoni belirgindi.
Bunun yaninda, interalveoler, interlobuler
ve interlober damarlarin hiperemik oldugu
tespit edildi. interalveolar septal doku, in-
terlobuler septumlar ve interlober septum-
larin mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 ve
O6demden dolay1 genisledigi goriildii. Akut
vakalarda brons, bronsiol ve alveol liimen-
lerinde homojen, pembe renkli 6dem sivist
ve yer yer fibrin iplik¢ikleri belirlendi. Al-
veol liimenleri dokiilmiis epitel hiicreleri,
baz1 olgularda nétrofil 16kosit ve makrofaj
infiltrasyonlar1 ile doluydu. Bazi alveol lii-
menlerinde 3’li- 5°1i epitel dokiintiilerinin
birlesmesinden olusan karakteristik “sinsit-
yal hiicre formasyonlar:’na rastlandi. Tip 1
pnomositler ¢ogunlukla yikimlanmis olup
tip 2 pnomositlerde hiperplazi belirgindi.
Alveol duvarlan silindirik yapidaki tip 2
pnomositlerle kapli olup viral pnomonilere
0zgli “epitelizasyon” ya da “fotalizasyon”
bulgulart mevcuttu. Siddetli olaylarda brons
ve bronsiol liimenlerinde de dokiilmiis epi-
tel hiicreleri ile nétrofil 16kosit ve makrofaj
infiltrasyonlarina rastlandi. Bu olgularda
ayrica parankim icerisinde genis nekrotik
alanlar dikkati ¢ekti. Bu alanlarin ¢evresinde
yogun yangisal hiicre infiltrasyonlar1 vardi.
Sinsityal hiicre formasyonlarina bazi brons
ve bronsiyol liimenlerinde de rastlandi. Bazi
brons ve bronsiollerde epitelial hiperplaziler
gbzlendi. Bronko-alveoler lenfoid dokularin
(BALT) birgogunda lenfoid follikiillerde hi-
perplazi dikkati ¢ekti. Ozellikle kroniklesen
durumlarda interstisyel dokuda fibroz pro-
liferasyonlar mevcuttu. Bu bdlgeleri ¢evre-
leyen alveollerin ise atelektaziye ugradigi
tespit edildi. Buna komsu alveollerde ise
amfizemli bolgeler saptandi. Etkilenen brong

MAE Vet Fak Derg, 2 (2): 131-138, 2017

I 133



Buzagilarda Respiratuar Sinsityal Virus (Brsv) Enfeksiyonlarinda

ve bronsiol epitellerinden bazilarinda homo-
jen-pembe goriiniimde intrasitoplazmik “ink-
liizyon cisimcikleri"ne rastlandi. Ozellikle
bronko-interstisyel pndomoninin gozlendigi
durumlarda interlober, lobuler septumlar ve
pleurada 6dem, fibrin birikimi, notrofil ve
makrofaj infiltrasyonlart mevcuttu (Figiir 2)

Immunohistokimyasal bulgular

Anti RSV boyamalar:

Etkenin varligini1 ispat eden anti BRSV
poliklonal antikor, immunohistokimyasal
boyamalarda brons, bronsiol epitelleri ve lii-
menlerindeki epitel dokiintiileri igerisinde,
ayrica makrofaj ve lenfosit sitoplazmalarin-
da immuno-pozitif alanlar olarak belirgindi.
Bazi alanlarda bronsiol ve alveol liimenle-
rinde ince bir film tabaka halinde immuno-
pozitif alanlarin varlig: tespit edildi. Alveol
liimenlerindeki yangisal eksudat, hiicre do-
kiintiileri, makrofaj ve lenfosit sitoplazma-
lar1 ile sinsityal hiicre formasyonlarinda da
yogun immunopozitif alanlar gézlendi. Bun-
larin diginda interstisyel doku icerisinde ser-
best halde ve makrofaj sitoplazmalari i¢inde
de immunopozitif alanlar belirgindi. Kontrol
grubu dokularinda ise pozitif boyanma sap-

tanmadi (Figiir 3).
TARTISMA VE SONUC
Sigir respiratuar sinsityal virus

(BRSV) ve insan respiratuar sinsityal virus
(HRSV) Paramyxoviridae ailesinin Pneu-
movirus grubundan RNA viruslaridir (16).
BRSV, diinyanin bir¢ok bdlgesinde geng
sigirlarda olusturdugu 6nemli enfeksiyonlar
nedeniyle ciddi ekonomik kayiplara neden
olmaktadir (12, 17). Calismanin materyali-
nin temin edildigi Burdur ydresinde de bu
enfeksiyonun siit veya besi isletmelerinin
onemli bir sorunu oldugu gerek daha 6nce
yapilan serolojik ¢alismalarla (8) gerekse bu
calisma ile belgelenmistir.

BRSV enfeksiyonlarinda nazal ve
konjunktival akint1 ile birlikte siddetli 6ksii-

rik belirgin semptomlardir. Olaya sekonder
enfeksiyonlarin karigmasiyla bu tablo daha
da agirlasir. 6 ayliga kadar olan buzagilarda
yiiksek ates, solunum gii¢liigii, yerden kal-
kamama, hiriltili solunum, agizdan kopiiklii
0dem sivisinin gelmesi, tedavilere zor ya-
nit vermesi ve enfeksiyonun hizla yayilimi
onemli bulgulardandir (1, 18). Anabilim Da-
limiza gelen nekropsi materyallerinde hay-
van sahibinden alinan anemnez bulgularinin
da yukarida bildirilen literatiir bilgileriyle
uyumlu oldugu dikkati ¢ekti.

Viral kokenli pnoémonilerin karakte-
ristik bulgularindan olan nekrotik bronsitis,
bronsiolitis ve bronsial hiperplazi ile inters-
tisyel dokudaki kalinlagmalar BRSV enfeksi-
yonu i¢in de gecgerlidir. Ancak Parainfluenza,
IBR, ortoreovirus gibi solunum sisteminin
diger viral enfeksiyonlarindan brong, bron-
siyol ve alveol epitellerinde intrasitoplazmik
inkliizyon cisimciklerinin ve hastalifa 6zgii
sinsityal hiicre formasyonlarinin bulunmasi
ile ayrilir (1, 9). Bu calismada akcigerlerin
mikroskobik incelemesinde brons, bronsiol
epitellerinde ve tip I pnomositlerde nekroz
ve deskuamasyon en belirgin bulgulardan-
di. Bir¢ok alanda interlober, interlobuler ve
interalveoler dokunun 6dem ve mononiik-
lear hiicreler nedeni ile kalinlastig1 gorildii.
Ozellikle brons ve bronsiyol epitellerinde
homojen-pembe renkli intrasitoplazmik ink-
liizyon cisimcikleri siklikla gézlendi. Ayrica,
alveol ve bronsiyol liimenlerinde ¢ok sayida
sinsityal hiicrelere rastlandi.

BRSYV enfeksiyonu, sigirlarin enzoo-
tik pnomonisi olarak bilinen hastaligin ana
etkenlerinden biridir. Virus, sitopatik efekte
ve immun sistem hiicrelerininin yikimlan-
masina neden olarak hayvanda immun yeter-
sizlik olusturmakta ve sekonder bakteriyel
enfeksiyonlara davetiye ¢ikarmaktadir. Im-
mun sistemin depresyonu ise ila¢ tedavisin-
de basarisizlik ile sonu¢lanmakta ve 6liimciil
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vakalarla karsilasilmaktadir. Bu tiir karisik
enfeksiyonlarin sonucunda ise interstisyel
pndmoni bronkointerstisyel pndmoniye do-
niismekte ve klinik tablo daha da agirlas-
maktadir (3, 9, 19). Calismada, incelenen
akciger kesitlerinde interstisyel pndmoni ya-
ninda bir ¢ok alanda yogun nétrofil 16kosit
ve bakteri kiimelerinin hatta bazi kesitlerde
ise fibrinli pndmoninin 6nemli bir gostergesi
olan ployritisin goriilmesi literatiir bilgilerini
destekler nitelikteydi.

Hastaliktaki ana etkenin BRSV ol-
dugunu belgeleyen immunohistokimyasal
boyamalarda brons, bronsiol, alveol epitel
ve liimenlerindeki hiicre yiginaklarinda,
mononiiklear seriden yangisal hiicrelerin
sitoplazmalarinda immuno-pozitif alanlar
bulundugu bildirilmistir (4). Calisma mater-
yalini olusturan akciger kesitlerinde de yapi-
lan immunohistokimyasal boyamalarda hem
lezyonlu bolgeler (brons, bronsiol ve alveol
epitelleri), hem de alt solunum yollar1 lii-
menlerindeki hiicre dokiintiileri ve yangisal
hiicrelerde immunopozitif alanlara rastlandi.
Bununla birlikte brong ve bronsiollerde goz-
lenen hiperplastik epitel hiicrelerinde de im-
munopozitif boyanmalar mevcuttu.

Hastagin viral kokeninden dolayi ke-
motaktik yanit olusmamakta ve immun yanit
gelistikten sonra iyilesme siireci baslamak-
tadir. Hastalikta sekonder bakteriyel enfeksi-
yonlarin ige karigmasi akut notrofilik yanitin
erken baslamasina ve hastaligin siddetinin
artmasina neden olmaktadir. Ancak cesit-
li kemotaktik ajanlarin uyarilarak lezyonlu
dokularin ve etkenlerin opsonizasyonunun
saglanmas1 (20-23) ve virusla enfekte hiic-
relerin siddetli yangi nedeniyle yikimlanarak
enfekte epitellerin temizlenmesi konularinda
daha ileri arastirmalara ihtiya¢ duyulmak-
tadir. Hastalikta immun sistemi aktive edici
ve solunum yollarini tikayan 6dem ve fibrin
cikisini baskilayict ilaglarin beraber kulla-

niminin sekonder enfeksiyonlar konusunda

Ozyzldzz, Ozmen, Dolu

hastaliktaki tedavi yaklasimlarini avantajl
duruma getirebilecegi diisiincesi i¢in ileri
diizeyde aragtirmalara ihtiya¢c bulunmakta-
dir.

Sonu¢ olarak, sunulan g¢alisma ile
Burdur bolgesindeki pnomonili buzagilar-
da BRSV enfeksiyonun énemi ve patolojik
bulgular1 detayli olarak incelenip irdelen-
mistir. Hastalik her y1l bir¢ok isletmede eko-
nomik kayiplara neden olmaktadir. Bilingli
ve profesyonel isletmeler hastaliga karsi
gelistirilen as1 uygulamalarini kullanarak bu
hastaliktan minimal seviyede etkilenmekte-
dir. Ancak halen ilimizde ¢ok sayida kiigiik
isletme bulunmakta ve bunlarin da BRSV
enfeksiyonu konusunda yeterli bilgisi bulun-
mamaktadir. Hastaliktaki patogenetik meka-
nizmalarin agiga ¢ikarilarak daha iyi anlasil-
mas1 ve bunun 1s181nda tiretilecek yeni tedavi
ve koruma yaklasimlar1 enfeksiyona maruz
kalan isletmelerde 6liim oraninit ve ekono-
mik kayiplar1 6nemli 6l¢lide azaltacaktir. Bu
calisma Burdur ili’ndeki BRSV enfeksiyon-
lar1 konusunda farkindalig1 ortaya ¢ikaracak
ve bundan sonra yapilacak calismalara 151k
tutacak niteliktedir.
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Figiir 1. Akciger, buzag; A. Kraniyal loblarda konsolide alanlar, B. Konsolide alanlarin kesit yiiziiniin gériiniimii.

Figiir 2. Akciger, buzagi, interstisyel pndmoni (BRSV); A. Sidetli nekrotik bronsiolitis ve intrasitoplazmik inkliizyon

cisimcigi (Ok), HE, bar: 50 um, B. Alveol limenlerinde yangisal hiicre infiltrasyonlar1 ve sinsityal hiicre formasyonlari
(Oklar), HE, bar: 50 pm.

Figiir 3. Akciger, buzagi, bronko-interstisyel pndmoni; A. Alveol liimenlerinde fagositik hiicre sitoplazmalarinda (kalin ok)

ve sinsityal hiicre formasyonlarinda (ince ok) immuno-pozitif boyanmalar, ABC-P, bar: 50 um, B. Kontrol, normal akciger
dokusunun histolojik dokusu, ABC-P, bar: 50 pm.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the presence and antibiotic resistance profile of Escherichia
coli strains in Urfa cheeses and comparing the antibacterial activity of donkey milk and essential oil of
Micromeria congesta plant. For this purpose, 93 fresh Urfa cheese samples were obtained in Sanlmurfa
province. Bacteria were isolated and identified by conventional cultural technique. In vitro susceptibility
test for antibiotics, donkey milk and essential oil of Micromeria congesta were performed with Kirby-
Bauer disc diffusion method. Steam distillation was used to provide the essential oil of Micromeria
congesta. E.coli strains were isolated in 43 (46%) of all cheese samples. The E.coli were highly resistant
to clindamycin (100%), penicillin (100%), oxacillin (100%), tetracycline (100%), neomycin (80%),
kanamycin (80%), gentamycin (50%), enrofloxacin (50%), streptomycin (46%) and low level of
resistance to imipenem (20%), cefoxitin (16%). This study showed E.coli strains developed high rates
of multidrug resistance. Antibacterial activity of Micromeria congesta essential oil and donkey milk was
found to be more effective when compared to reference antibiotics (tetracycline and streptomycin).

Keywords: Urfa cheese, donkey milk, Micromeria congesta, antibacterial activity

Tletisim / Correspondence

Department of Food Hygiene and Technology, Faculty of Veterinary Medicine, Harran University, Eyyiibiye
Campus, Sanliurfa, 63200, Turkey.

+90 414 318 39 41

4 skilicaltun@harran.edu.tr



Presence Of Escherichia coli In Urfa Cheese And In Vitro Screening

URFA PEYNIRLERINDE ESCHERICHIA COLPNIN VARLIGI VE
ESEK SUTU VE MICROMERIA CONGESTA ESANSIYEL YAGININ
ANTIBAKTERIYEL AKTIVITESININ DiSK DIFUZYON YONTEMIiYLE

IN VITRO GORUNTULENMESI

OZET

Bu ¢alismanin amaci, Urfa peynirlerinde Escherichia coli suslarinim varligini ve antibiyotik
direng profilini belirlemek, esek siitii ve Micromeria congesta bitkisi esansiyel yaginin
antibakteriyel etkinligini karsilagtirmaktir. Calisma kapsaminda, Sanliurfa ilinden 93 adet taze
Urfa peyniri 6rnegi toplandi. Konvansiyonel kiiltiir teknigi ile izolasyon ve identifikasyon
gergeklestirildi. Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile antibiyotik, esek siitli ve Micromeria
congesta ugucu yagi i¢in in vitro duyarlilik testi yapildi. Micromeria congesta’nin ugucu yagini
elde etmek icin buhar distilasyon yontemi kullanildi. Tiim peynir 6rneklerinin 43’iinde (% 46)
E. coli susu izole edildi. E. coli suslari, klindamisin (% 100), penisilin (% 100), oksasilin (%
100), tetrasiklin (% 100), neomisin (% 80), kanamisin (% 80), gentamisin (% 50) enrofloksasin
(% 50), streptomisin (% 46)’e yiiksek direng; imipenem (% 20), sefoksitin (% 16)’ine de diistik
direng gosterdi. Bu ¢alisma E. coli suslarmin yiiksek oranda ¢oklu ilag¢ direnci gelistirdigini
gosterdi. Micromeria congesta esansiyel yagi ve esek siitiinlin antibakteriyel etkinligi referans
antibiyotikler (tetrasiklin ve streptomisin) ile kiyaslandiginda antibakteriyel etkinliginin daha

etkin oldugu goriildii.

Anahtar kelimler: Urfa peyniri, esek siitii, Micromeria congesta, antibakterial aktivite

INTRODUCTION

Milk and dairy products are essential
nutrients for the development of the human
body. Cheese is a balanced dairy product
containing fats, proteins, minerals and most
of the required daily vitamins. In addition, it
is the most widely consumed dairy product
worldwide (1). Milk is comprised of very low
levels of microorganisms when milked from
healthy animals. On the other hand, many
microorganisms such as Escherichia coli, can
be found in containers used during activities
such as milking, distribution and transportati-
on, and from animal’s skin, barn’s air or mil-
ker. In order to minimize the contamination
risk, milk should be cooled and transferred
to the manufacturing facility immediately. In
Sanlwrfa, Urfa cheeses produced with tradi-
tional methods from raw milk, that are gene-
rally milked in non-hygienic conditions and
not subjected to cooling process, may consti-

tute a potential risk for human health (2).

Feces of cows are important reservoir,
thus, the milk obtained from these cows are
more likely to have E. coli contamination (3).
E. coli, a member of the Enterobacteriaceae
family, is a gram-negative bacterium and
found in the intestinal flora of human bein-
gs and animals, in water, plants, and soil (4).
Since it is originated from the intestinal flora,
its presence in food, indicates a fecal conta-
mination (5). Pathogenic E. coli strains have
been reported to cause meningitis, septice-
mia, food poisoning, intestinal and urinary
tract diseases, which is also the second most
important cause of mastitis disease seen in
high milk yielding cattle (6,7).

For the prevention or the treatment of
mastitis, selection of inappropriate antibacte-
rial drugs and their insufficient or high dose
usage generates antibiotic resistant E. coli
strains (8). This type of resistance is called
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as acquired resistance. It has been reported
that with the transfer of the induced acquired
antibacterial resistance and virulence factors
to another bacterium by conjugation leads to
an increase in the number of resistant strains
(9, 10, 11). Moreover, the resistance bacteria
display due its innate structure is defined as
intrinsic resistance. Essentially, E. coli produ-
ce broad-spectrum beta-lactamase (ESBL)
enzymes. Therefore, by breaking the beta-la-
ctam ring with these enzymes, they eliminate
the beta-lactam antibiotics (5, 12). Antibiotic
resistance is encountered in bacteria against
all antibiotics used in clinics for human or
animal health (9). Furthermore, antibacterial
resistance is not only a national problem that
concerns the present, but also a critical inter-
national issue that can negatively affect the
whole world in the future (12). Hence, prece-
dence should be given to testing for resistan-
ce against commonly used antibiotics such
as penicillin, erythromycin, amoxicillin-cla-
vulanic acid, neomycin, gentamycin, cepha-
losporins, ampicillin, lincomycin and spiram-
ycin applied to the udder during the milking
period. For that purpose, antibiograms should
be performed to E. coli isolated from foods of
animal origin all over our country, and drugs
that are more effective on the bacteria should
be detected (13,14). One of the most common
methods for antibacterial resistance detection
is the Bauer-Kirby Disk diffusion method
(15).

Due to the resistance problem in our
country and in the world, many studies on
herbal and animal originated materials, that
can be alternatives to semisynthetic and sy-
nthetic antibacterial drugs, are being condu-
cted. In vivo and in vitro studies showed that
plants carry topical antibacterial effects (8). It
has been reported that the antibacterial effect
of essential oils of the Micromeria congesta
(M. congesta) plant is close to that of synthe-
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tic antibiotics (16). M. congesta is a member
of Micromeria genus that belongs to Labiatae
family which have 22 taxa and have naturally
grown in Turkey (16). M. congesta is an en-
demic plant which is generally named “pun-
ge tehta” and “gihaye palug” (17) The plant is
often used as a folkloric medicinal treatment
against headache, cough, and pulmonary in-
fections (18). In a study, the total bacterial
burden in donkey milk was found to be lower
than in cow milk, and it was demonstrated
that this decrease was due to the natural anti-
bacterial components of donkey milk such as
the lactose and lysozyme enzymes (19).

In this study, it was aimed to isolate E.coli
strains in Urfa cheese produced by traditional
methods in Sanliurfa, to determine the resis-
tance levels of commonly used antibiotics by
antibiogram test, and to investigate the anti-
bacterial effects of donkey milk and the es-
sential oils of the M. congesta plant, which
are potential alternatives to antibacterial me-
dicine in the therapy of infectious diseases,
on the E. coli strains.

MATERIAL AND METHODS

In this study, 93 fresh Urfa cheese samples
were obtained from local markets in Sanliur-
fa province between January to March 2017.
Samples were collected under aseptic con-
ditions as 250 g each. They were brought to
the Department of Food Hygiene and Tech-
nologies laboratories of Veterinary Faculty of
Harran University in cold chain, and stored at
-20 O0C until analyze.

Samples were portioned as 25 g each un-
der sterile conditions and were transferred
to sterile stomacher bags with an addition
of 225 mL of modified Tryptic Soy Broth
(mTSB with novobiocin; Merck, Germany)
After homogenization samples were incu-
bated for 12 hours at 41°C under aerobic
conditions. Chromocult TBX Agar (Merck,
Darmstadt, Germany) was used for isolation.
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Then the immunomagnetic separation (IMS)
method was used according to the manufac-
turer’s instructions (Dynabeads, Inc., Dynal,
Norway). Five typical colonies from petri
dishes used for identification. Antibiotic sus-
ceptibility tests were done by the disc diffusi-
on method as described Bauer et al. (20) with
Mueller Hinton agar (Oxoid, UK). Zones of
inhibition were measured after 24 hours and
again after 48 hours of incubation at 37 °C. A
suspension of the tested microorganism (0.1
mL of 108 cells/mL) was spread on media
plates. Sterilized discs of 6 mm (Schleicher
and Schuell, No. 2668) were soaked with
0.25 pL of oil and donkey milk placed on the
inoculated plates and after staying at 4°C for
2 hours were incubated at 37°C for 24 hours.
The diameters of the inhibition zones were
measured in millimeters.

M. congesta were gathered during the
flowering season in June to July 2016, from
the Germiis village of Sanlurfa. Dr. Musta-
fa Aslan identified all the gathered plants as
M. congesta. The plants were collected in
polyethylene bags. The essential oil of M.
congesta was provided via hydrodistillation
by using a Clevenger type apparatus for 6-8
hours. The essential oil samples were dehyd-
rated by hydrous sodium sulfate and kept at +
4 °C until analysis (16).

RESULTS

In this study 93 Urfa cheese samples were
analyzed for the presence of E. coli by using
the conventional culturing method. All E.
coli isolates gave Gram-negative, oxidase,
and sorbitol negative and catalase positive
reactions.

E. coli strains were isolated in 43 (46%) of
all cheese samples. E. coli strains were high-
ly resistant to clindamycin (100 %), penicil-
lin (100 %), oxacillin (100 %), tetracycline
(100 %), neomycin (80 %), kanamycin (80
%), gentamycin (50 %), enrofloxacin (50 %),

streptomycin (46 %) and low level of resis-
tance to imipenem (20 %), cefoxitin (16 %).
In vitro, antibiotic sensitivity test was done as
per recommendation of the Clinical and La-
boratory Standard Institute (21).

DISCUSSION

Food chain has been known as one of the
primary passage for antibiotic-resistant bac-
teria between the animal and human popula-
tion is an accepted opinion (5).

E. coli is a fecal contamination indicator
in foods and classified into subtypes which
groups of strains cause diseases that have
different virulence factors (22). The most cli-
nical syndromes in humans are hemorrhagic
colitis and hemolytic uremic syndrome (23).
Dairy products produced using raw milk con-
taminated with E. coli could be risk to human
health, by the bacteria may survive throu-
ghout the producing and ripening process of
dairy products. The ability of E. coli is noted
with different kind of traditional dairy produ-
cts which are made from raw cow milk (24),
raw goat milk lactic cheeses (23), yogurt (25),
and, moreover Feta cheese (26) has been re-
ported. Previous studies have been reported
the antibiotic resistance in E.coli strains iso-
lated from milk and dairy products and the
described antibacterial resistance levels appe-
ar material-specific without the main attitude
(27,28). All E. coli isolates were found to be
resistant to tetracycline and clindamycin whi-
ch are also used in practice to treat coliform
infections (24). Ding et al.(2012) reported
that among the E. coli strains which were iso-
lated from milk samples in Ankara, Balikesir,
and Corum, the highest resistance rates were
analyzed against to erythromycin, ampicillin,
tetracycline, nalidixic acid, chloramphenicol,
trimethoprim-sulfamethoxazole and amoxi-
cillin-clavulanic acid, respectively (8). In
this study multidrug resistance of E. coli was
detected on two or more antibiotics such as
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Table 1: Percentage antibiotic resistance of E. coli isolates from Urfa cheese samples

n: number of E.coli isolates  R: Resistant I Intermediate

tetracycline and clindamycin. Few of E. coli
strains isolated from Urfa cheeses were not
resistant to cefoxitin, imipenem, enrofloxacin
used in this research (Table 1).

Our findings were similar to Momtaz et
al. (2012) (29) and Stephan et al.,(2008) (30).
The multidrug resistance in this study is com-
mon among E. coli isolate especially to tetra-
cycline and ampicillin as Aslani et al.’s (2011)
study (31). Tabaran et al. (2017) reported that
the most often resistance was observed to
cephalothin, nalidixic acid, doxycycline, tet-
racycline, and ampicillin (32). Paneto et al.
(2007) reported that the toxigenic E. coli in
cheese and raw milk were found 2 % and 6
% (33).

When we compare the antibacterial acti-
vity of the essential oil of M. congesta and
donkey milk to that of reference antibiotics,
results show that the antibacterial activity of
M.congesta and donkey milk is considered as
significant. Our results are similar to Herken
at al.’s (2012) study (16).

The antibacterial activity of donkey milk
studies in E. coli which isolated from cheese
samples, we could not find a study showing
the antibacterial effect of the donkey milk.

S: Susceptible

CONCLUSION

To the best of our knowledge, this study
represents the first survey of E. coli strains in
Urfa cheeses produced by traditional metho-
ds in Sanlmrfa, and the resistance levels of
commonly used antibiotics by antibiogram
test, also the antibacterial effects of donkey
milk, and the essential oils of the M. conges-
ta plant. The percentage of antibiotic resis-
tance of the E. coli isolates studied herein are
high and also the antibacterial activity of both
donkey milk and M. congesta are also effe-
ctiveness. The results of this study provide
knowledge about natural antibacterial sour-
ces (M. congesta and donkey milk) which are
growing demand for natural antibacterials for
food protection and human health. Due to the
potential damage of antibiotics, most direct
and effective measurement for protecting the
public health is the practice of preventive me-
dicine or find alternative antibacterials.

ACKNOWLEDGEMENT

The authors wish to thank to assistant pro-
fessor doctor Nilgiin PAKSOY for laboratory
and Grammarly helps.

MAE Vet Fak Derg, 2 (2): 139-145, 2017

| 14



Presence Of Escherichia coli In Urfa Cheese And In Vitro Screening

REFERENCES
1. Yangilar F, Kizilkaya PC. Determination
of physical, chemical and microbiological
properties of aromatic Ardahan cecil cheese.
BEU Journal of Science. 2015; 4(2), 122-130.
2. Atasoy FA, Tiirkoglu H, Ozer BH. Some
microbiological properties of raw milk, yo-
gurt and fresh Urfa cheese produced and sold
in Sanhurfa province. J.Agric Fac. HR.U.
2003; 7 (3-4): 77-83.
3. Coia JE. Clinical, microbiological and
epidemiological aspects of Escherichia coli
0157 infection. FEMS Immunology and Me-
dical Microbiology.1998; 20: 1-9.
4. Ribeiro T, Oliveira M, Fraqueza MJ, La-
ukova A, Elias M, Tenreiro, R, Barreto, AS,
Semedo-Lemsaddek T. Antibiotic resistance
and virulence factors among enterococci iso-
lated from Chourico, a traditional Portuguese
dry fermented sausage. J. Food Protect. 2011;
74: 465-469.
5. Vrabec M, Lovayova V, Dudrikova K, Gal-
lo J, Dudrikova E. Antibiotic resistance and
prevalence of Enterococcus spp. and Esche-
richia coli isolated from bryndza cheese. Ital.
J Anim Sci. 2015; 14: 3968.
6. Aslan S, Ozdemir F. Extended spectrum
beta-lactamases in Escherichia coli strains
isolated from homemade white cheeses pre-
valence and antibiotic susceptibility. World J
Microbiol Biotechnol. 2008; 24: 2361-2364.
7. Bengtsson B, Unnerstad HE, Ekman T,
Artursson K, Nilsson-Ost M, Waller KP. An-
timicrobial susceptibility of udder pathogens
from cases of acute clinical mastitis in dairy
cows. Vet Microbiol. 2009; 136: 142-149.
8. Din¢ G, Ata Z, Temelli S. Sigir mastitis-
lerinden izole edilen Escherichia coli susla-
rinda geniglemis spektrumlu beta-laktamaz
aktivitesi ve antibiyotik direnclilik profili-
nin incelenmesi. Ankara Univ Vet Fak Derg.
2012; 59: 85-88.
9. Srinivasan V, Gillespie BE, Lewis MJ,

Nguyen LT, Headrick SI, Schukken YH, Oli-
ver SP. Phenotypic and genotypic antimic-
robial resistance patterns of Escherichia coli
isolated from dairy cows with mastitis. Vet
Microbiol. 2007; 124: 319-328.

10. Sumathi BR, Amitra RG, Krishnappa G.
Antibiogram profile based dendogram analy-
sis of Escherichia coli serotypes isolated from
bovine mastitis. Vet World. 2008; 1: 37-39.
11. Davies J, Davies D. Origins and evolution
of antibiotic resistance. Microbiol Mol Biol
Rev. 2010; 74(3): 417-33.

12. Shah AA, Hasan F, Ahmet S, Hameed A.
Extended -spectrum beta-lactamases (ESbLs)
characterization, epidemiology and detecti-
on. Crit Rev Microbiol. 2004; 30(1): 25-32.
13. Kaya S, Baydan E. Meme i¢i ilag hareketi
ve meme hastaliklarinin sagaltimi, Tiirk Vet.
Hek. Derg. 1999; 11: 34-47.

14. Yildiz A. Laktasyondaki subklinik ve kli-
nik mastitisli siit¢li ineklerde lincomysin-ne-
omycin kombinasyonuyla meme i¢i tedavi-
nin etkinligi. F.U Saghk Bil. Dergisi. 2003;
17(1): 65-69.

15. Kahlmeter G, Brown DF, Goldstein FW,
MacGowan AP, Mouton JW, Odenholt I,
Rodloff A, Soussy CJ, Steinbakk M, Soriano
F, Stetsiouk O. European Committee on an-
timicrobial susceptibility testing (EUCAST)
technical notes on antimicrobial susceptibi-
lity testing. Clin Microbiol Infect. 2006; 12:
501-503.

16. Herken EN, Celik A, Aslan M, Aydinlik
N. The constituents of Essential Oil: Anti-
microbial and Antioxidant Activity of Mic-
romeria congesta Boiss&Hauskn.ex Boiss.
from East Anatolia. J.Med Food. 2012; 15(9):
835-839.

17. Akan H, Korkut MM, Balos MM. Arat
Dag1 ve Cevresinde (Birecik, Sanliurfa) Et-
nobotanik bir Arastirma. Sci Eng J Firat Univ.
2008; 20: 67-81.

18. Baytop, T. Therapy with medicinal plants

MAE Vet Fak Derg, 2 (2): 139-145, 2017

144 |



in Turkey (Past and Present). Nobel Tip pub-
lishing; 1999.

19. Sahintiirk M, Oner Z. Esek siitiiniin Ozel-
liklerinin Belirlenmesi. Tirkiye 12. Gida
Kongresi. Trakya Universitesi, Edirne. 2016;
154.

20. Bauer AW, Kirby WM, Sherris JC, Tur-
ck M. Antibiotic susceptibility testing by a
standardized single disk method. Amer. J.
Clin. Pathol. 1966; 45: 493-496.

21. Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute (CLSI) (2012). Performance standards
for antimicrobial susceptibility testing. 32:3,
CLSI, Wayne, PA.

22. Kaper JB, Nataro JP, Mobley HLT. Pat-
hogenic Escherichia coli. Nat. Rev.Microbi-
ol. 2004; 2: 123-140.

23. Vernozy-Rozand C, Mazuy-Cruchaudet
C, Bavai C, Montet MP, Bonin V, Dernburg
A, Richard Y. Growth and survival of Esche-
richia coli O157:H7 during the manufacture
and ripening of raw goat milk lactic cheeses.
Int. J. Food Microbiol. 2005; 105: 83-88.
24. Solomakos N, Govaris A, Angelidis AS,
Pournaras S, Burriel AR, Kritas SK, Papage-
orgiou DK. Occurrence, virulence genes and
antibiotic resistance of Escherichia coli 0157
isolated from raw bovine, caprine and ovine
milk in Greece. Food Microbiology. 2009;
26(8): 865-871.

25. Govaris A, Koidis P, Papatheodorou K.
Behaviour of Escherichia coli O157:H7 in
sour milk, cow’s milk yogurt and ewe’s milk
yogurt. J. Dairy Res. 2002; 69: 655-660.

26. Govaris A, Papageorgiou D, Papathe-
odorou K. Behaviour of Escherichia coli
O157:H7 during the manufacture and ri-
pening of Feta and Telemes cheese.J. Food
Prot.2002; 65: 609-615.

27. Caro I, Mateo J, Garci’a-Armesto MR.
Phenotypical characteristics of Shigalike
toxin Escherichia coli isolated from sheep
dairy products. Lett. Appl.Microbiol. 2007;

Ding, Kili¢ Altun

45:295-300.

28. Lira WM, Macedo C, Marin JM. The
incidence of Shiga toxin-producing Escheri-
chia coli in cattle with mastitis in Brazil. J.
Appl. Microbiol. 2004; 97: 861-866.

29. Momtaz H, Farzan R, Rahimi E, Safarpo-
or Dehkordi F, Souod N. Molecular characte-
rization of Shiga toxin-producing Escherichia
coli isolated from ruminant and donkey raw
milk samples and traditional dairy products
in Iran. Scientific World J 2012; 1-13.

30. Stephan R, Schumacher S, Corti S, Kra-
use G, Danuser J, Beutin L. Prevalence and
characteristics of Shiga toxin-producing Esc-
herichia coli in Swiss raw milk cheeses colle-
cted at producer level. J Dairy Sci. 2008; 91:
2561-2565.

31. Aslani MM, Alikhani MY, Zavari A,
Yousefi R, Zamani AR. Characterization of
enteroaggregative Escherichia coli (EAEC)
clinical isolates and their antibiotic resistance
pattern. Int J Infect Dis. 2011; 15: 136—139.
32. Tabaran A, Mihaiu M, Tabaran F, Colo-
batiu L, Reget O, Borzan MM, Dan SD. First
study on characterization of virulence and
antibiotic resistance genes in verotoxigenic
and enterotoxigenic E. coli isolated from raw
milk and unpasteurized traditional cheeses in
Romania. Folia Microbiologica. 2017; 62(2):
145-150.

33. Paneto BR, Schocken-Iturrino RP, Ma-
cedo C, Santo E, Marin JM. Occurrence of
toxigenic Escherichia coli in raw milk cheese
in Brazil. Arq Bras Med Vet Zootec. 2007,
59: 508-512.

MAE Vet Fak Derg, 2 (2): 139-145, 2017

| 145






MAE Vet Fak Derg, 2 (2):147-151,2017

DOI: 10.24880/maeuvfd.363443
Olgu Sunumu

PAPAGANLARDA DERMANYSSUS GALLINAE KAYNAKLI
KANIBALIZM

Nafiye KOC' {Banugigek YUCESAN, Serpil NALBANTOGLU'

! Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Ankara

*Tirkiye Halk Saglhigi Kurumu, Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire Bagkanligi, Ankara

Gelis Tarihi: 07.12.2017  Kabul Tarihi: 25.12.2017
Makale Kodu: 363443

OZET

Nymphicus hollandicus ve Amazona amazonica tiirlerine ait, iki papagan, sahiplerinin siddetli
kasint1 ve kanibaliktik davramslar fark etmesi iizerine Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesine
Parazitoloji klinigine getirilmistir. Fiziksel muayenede yogun tily dokiintiisii ve bu bolgelerde
sekillenmis eritemat6z papiiller disinda herhangi bir klinik semptom gézlenmemistir. Anamnez
ve klinik bulgularm degerlendirilmesi ile ektoparazitik inceleme uygun goriilmiistiir. Bu amagla
hem papaganlarin tizeri hem de kafes ve ekipmanlar1 dikkatli bir sekilde incelenmis ve 1 mm’den
daha kiiciik ¢ok sayida akar tespit edilmistir. Toplanan akar numunelerin mikroskobik analizi
sonucunda Dermanyssus gallinae oldugu anlasilmistir. Bu olgu sunumuyla, evcil kanatlilarda
pruritus ve otokanibalizm ile seyreden klinik tablo ile karsilagildiginda, beslenme eksikliklerinin
ve yetistirme hatalarinin yani sira ektoparazitler yoniinden de incelenmesi gerektigi sonucuna
varilmustir.

Anahtar kelimeler: Dermanyssus gallinae, papagan, kanibalizm

CANNIBALISM IN PARROT CAUSED BY DERMANYSSUS GALLINAE

ABSTRACT

Two parrots belong to two different parrot species (Nymphicus hollandicus and Amazona
amazonica) with severe itching and feather loss especially in the evening were submitted to the
Ankara University Parasitology clinic at different times. No clinical symptoms other than intense
feather loss and erythematous papules in the affected areas of the skin has been observed in
physical examination. According to the anamnesis and clinical findings, ectoparasite examination
was conducted. For this purpose, both parrots and cages with their equipment were carefully
examined and a large number of mites smaller than 1 mm were detected. Microscopic analysis
of the collected mite samples revealed to be Dermanyssus gallinae. In this report, it is concluded
that in case of inspection the symptoms characterized with pruritus and cannibalism, in domestic
poultry, the animal should be examined in terms of ectoparasites as well as nutritional deficiencies
and breeding errors.

Keywords: Dermanyssus gallinae, parrot, cannibalism
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Papaganlarda Dermanyssus gallinae Kaynakli Kanibalizm

GIRIS
Dermanyssus gallinae, tim diinyada,

evcil ve yabani kanatlilarda yaygin olarak
goriilen en Onemli ektoparazitlerden
birisidir. Yapilan calismalarda bu

ektoparazite, 8 dizideki 12 ailede yer alan
tavuk, gilivercin, kanarya, muhabbet kusu,
serce, papagan ve sigircik dahil en az 30
kanatli tlirlinde rastlanmistir (1). Kanath
hayvanlarin disinda gegici olarak, insan,
kedi, kopek, sigir, fare ve diger memelilerde
. (2).
Ozellikle geceleri konaklarindan kan emen
bu ektoparazitler, bakteri ve viriis gibi ¢esitli

de enfestasyona sebep olmaktadir

patojenlerin naklinde rol oynayan en 6nemli
vektorlerdendir. Uykusuzluk, irritasyon,
anemi, yemden yararlanma kapasitesinde
azalma, buna bagl olarak bagisikligin
zayiflamasi ve hatta 6liimle sonuglanabilen
dogrudan zararlar1 da bulunmaktadir. Son
zamanlarda yapilan bazi ¢aligmalarda,
D. gallinae enfestasyonunun kanatlilarda
kanibalizmi tetikledigi de bildirilmistir (3, 4,
5).

Kanibalizm hem yabani hem de evcil
bircok hayvan tiirlinde tespit edilmis bir
davranigtir. Vahsi dogada yiyecek bulmak,
hayatta kalma miicadelesi iizerine tanimlanan
bu davranis, kafes hayvanlarinda cogunlukla
psikopatolojik davranmis bozuklugu olarak
ortaya c¢cikmakta ve altinda yatan sebepler
net olarak anlasilamamaktadir. Ancak, evcil
hayvanlarda kanibalizmin beslenme ve
yetistirme hatalarina bagli ortaya ¢ikabilecegi
distiniilmektedir (6, 7).

Bu calismada
gallinae’nin papaganlarda agir bir klinik

Dermanyssus

tablo ile seyredebilecegi ve kanibalizmi
tetikleyebilecegi vurgulanmistir.

OLGU SUNUMU

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Protozooloji ve Entomoloji laboratuvarina
farkli zamanlarda 6zellikle aksamlar1 artan

kasint1 ve tiiylerin yolunmasi gibi sikayetlerle
iki farkli tiir papagan, N. hollandicus
(Resim 1A) ve A. amazonica (Resim
1B), getirilmistir. Fiziksel
nerdeyse tiim viicutta yogun tily dokiilmesi
ve siddetli kasintiya bagli olarak tiiylerin
koparildig1 bolgelerde eritematdz papiiller

muayenede,

tespit edilmistir. Bunlarin disinda herhangi
bir klinik semptom goézlenmemistir. Her
iki vakada da hasta sahipleri, papaganlarin
yasam alanlarinda bagka evcil hayvanlarin
olmadigint ve son zamanlarda herhangi bir
ortam veya yem degisikliginin yapilmadigini
bildirmislerdir. Klinik semptomlar ve
alinan anamnez dogrultusunda, dis parazit
yoniinden incelenmistir.

Kafes ve ekipmanlar1 detayli olarak
incelendiginde kafes demirleri birlesim
yerlerinde, altlik, yemlik ve suluk
kenarlarinda 1 mm’den daha kiiciik akarlar
goze carpmistir. Toplanan bu akarlarin stereo
ve 151k mikroskobu altinda incelemeleri
yapilmis teshis i¢in Onemli morfolojik
ozellikleri  kaydedilmistir (Resim  2).
Ayrica yasam bolgesi ve diger kanath
hayvanlarla olan yakinlig1 gibi bilgiler not
edilmistir. Yapilan mikroskobik incelemeler
sonucunda, D. gallinae’nin biitiin gelisme
donemleri (yumurta, larva, nimf ve ergin)
tespit edilmistir (8).

Tedavi amaciyla her papagan icin 15
mg Selamektin 10 giin ara ile iki kez
uygulanmistir. Ayrica, kafes ve ekipmanlarin
mekanik temizligine de dikkat edilmistir.
Tedavisonucundaklinik bulgularin geriledigi
gbzlemlenmistir.

TARTISMA

Dermanyssus ~ gallinae
giiniimiizde gerek yumurta tavukculugu
sektoriinde (9, 5), gerekse evcil hayvanlarda
(5) ve insanlarda (10) giderek artan bir

enfestasyonu

problem haline gelmektedir. Ozellikle evcil
hayvanlarda ve insanlarda enfestasyonun ev
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cevresinde bulunan kus yuvalari aracigiylaya
daenfeste tavuk ciftlikleriyle iliskili olduklar
durumlarda gerceklestigi  belirtilmektedir
(11, 5). Sunulan bu olgularda, A. amazonica
tiiri papaganin yeni sahiplenildigi icin
gecmisine dair bilgi edinilemese de N.
hollandicus tiirii papaganin biiyilik olasilikla
balkondaki gilivercin yuvasi araciligiyla
enfeste oldugu sonucuna varilmistir.

Kanibalizm kanatli hayvanlarin en 6nemli
problemlerinden biri olarak goriilmektedir.
Kafes hayvanlarinda kanamali agik yaralara,
refah sorunlarina hatta 6liimlere yol agarken
yetistiriciligi yapilan kanatlhilarda bunlarin
sonucu olarak ciddi ekonomik kayiplara
sebep olmaktadir (12, 7). Kanathlarda
bu davranmis bozuklugunun, sadece diger
hayvanlara zarar verme seklinde izlenmedigi,
etkilenen hayvanlarin kendi diski, tiiy, telek,
tirnak gibi viicut pargalarini da yeme eylemi
gosterdigi bilinmektedir ki s6z konusu tutum,
otokanibalizm olarak tanimlanmaktadir
(6). Gelen iki olguda da kendi kendini
gagalamasiyla viicutlarinda olusan derin
yaralarin, D. gallinae’nin kan emme sirasinda
neden oldugu irritasyon ve kasintiya bagl
olarak sekillendigi diigiiniilmiistiir.

Zoonoz bir ektoparazit olan D.
gallinae’nin insanlarda da enfestasyona
sebep oldugu ¢ok kez rapor edilmis, viicudun
ve ekstremitelerin bazi kisimlarinda agrili ve
tipik kirmizi makulopapiiler lezyonlara sebep
oldugu bildirilmistir (11, 2). Bu olgularda
ise iki papaganin sahibinde de herhangi bir
semptom goriilmemistir.

Sonug olarak papaganlarda D. gallinae
kaynakli kanibalizm olgusu ilk kez ortaya
konmustur. Evcil kanatlilarda kanibalizm ile
seyreden klinik tablo ile karsilasildiginda,
beslenme eksikliklerinin ve yetistirme
hatalarinin yani sira ektoparazitler yoniinden
de incelenmesi  gerektigi
vartlmistir. Kanibalizm olgularinda, 6zellikle

sonucuna

Kog, Yiicesan, Nalbantoglu

kanatlilarda ¢ok sik rastlanan ve giivercinler
aracilifiyla bulagmasi ¢ok kolay olan D.
gallinae de goz ard1 edilmemelidir.

TESEKKUR

Fotograflarin ¢ekimi ve diizenlenmesine
katkilarindan dolayr Ahmet CEYLAN’a
tesekkiir ederiz.
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Papaganlarda Dermanyssus gallinae

Resim 1: A: Nymphicus hollandicus B: Amazona amazonica

Resim 2: A: Dermanyssus gallinae B: Daire: Anal plak, ok: Aniis C: Beyaz ok: Stigma, Siyah ok: Peritreme

MAE Vet Fak Derg, 2 (2): 147-151, 2017

150 |



KAYNAKLAR
1. Roy L, Chauve C. Historical review of the
genus Dermanyssus DUGES, 1834 (ACARI:
MESOSTIGMATA: DERMANYSSIDAE).
Parasite, 2007; 14: 87-100. DOI: 10.1051/
parasite/2007142087.

2. Mullen G, Durden L. Medical and
Veterinary Entomology. Academic press;
2002.

3. Chauve C. The poultry
Dermanyssus gallinae (De Geer,

red mite
1778):
current situation and future prospects for
control. Vet Parasitol. 1998; 79: 239-45.
DOI: 10.1016/S0304-4017(98)00167-8.

4. Kilpinen O, Roepstorff A, Permin A,
Norgaard-Nielsen G, Lawson LG, Simonsen
HB. Influence of Dermanyssus gallinae
and Ascaridia galli infections on behaviour
and health of laying hens (Gallus gallus
domesticus). Br Poult Sci. 2005; 46: 26-34.
DOI: 10.1080/00071660400023839.
5.Sparagano O, George DR, Harrington DWJ,
Giangaspero A. Significance and Control of
the Poultry Red Mite, Dermanyssus gallinae.
Annu Rev Entomol. 2014; 59: 447-66. DOI:
10.1146/annurev-ento-011613-162101.

6. Lindenbaum S. Thinking about
cannibalism. Annu Rev Anthropol. 2004:
33: 475-98. DOI: https://doi.org/10.1146/
annurev.anthro.33.070203.143758.

7. Louton H, Bergmann SM, Rauch E,
Liebers C, Reese S, Erhard MS, Hoeborn
C, Schwarzer A. Evaluation of welfare
parameters in laying hens on the basis of a
Bavarian survey. Poultry Science 2017; 0:
1-15. DOI: http://dx.doi.org/10.3382/ps/
pex156.

8. Di Palma A, Giangaspero A, Cafiero MA,
Germinara GS. A gallery key characters to
ease identification of Dermanyssus gallinae
(Acari: Gamasida: Dermayssidae) and allow
differentiation from Ornithonyssus sylviarum
(Acari: Gamasida: Macronyssidae).

Kog, Yiicesan, Nalbantoglu

Parasit Vector. 2012; 30: 104-114. DOI:
10.1186/1756-3305-5-104.

9. Karaer Z., Uslu U., Nalbantoglu, S.
Dermanyssus enfestasyonlar1. In Ozcel MA,
Karaer Z, editors. Veteriner hekimliginde
parazit hastaliklari cilt 1. 2nd ed. p. 625-28.
Tiirkiye Parazitoloji Dernegi Yayini, Meta
basim; 2016.

10. Pezzi M., Leis M., Chicca M., Roy L.
Gamasoidosis caused by the special lineage
L1 of Dermanyssus gallinae (Acarina:
Dermanyssidae): A case of heavy infestation
in a public place in Italy. Parasitology
International. 2017; 66: 666—670. DOI:
10.1016/j.parint.2017.05.001.

11. Collgros H, Iglesias-Sancho M, Aldunce
MJ, Exposito-Serrano V, Fischer C,
Lamas N, Umbert-Millet P. Dermanyssus
gallinae (chicken mite): an underdiagnosed
environmental infestation.  Clin
Dermatol. 2013; 38: 374-377.
10.1111/j.1365-2230.2012.04434 x.

12. Brantsater M, Nordgreen J, Hansen TB,
Muri K, Nedtvedt A, Moe RO. Janczak AM.
Problem behaviors in adult laying hens —
identifying risk factors during rearing and
egg production. Poult Sci. 2017; 0: 1-15.
DOI: 10.3382/ps/pex276.

Exp
DOILI:

MAE Vet Fak Derg, 2 (2): 147-151, 2017

| 151






MAE Vet Fak Derg, 2 (2):153-162, 2017

DOI: 10.24880/maeuvfd.331014
Derleme

SIGIRLARDA SUT VERIMINI ARTTIRMADA PROBIYOTIKLERIN
KULLANIMI

Deniz ALIC URAL', Songiil TOPLU? #/

! Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Ciftlik Hayvanlari, Isikli/AYDIN
2Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dal1, Isikli/AYDIN

Gelig Tarihi:26.07.2017  Kabul Tarihi: 06.12.2017
Makale Kodu: 331014

OZET

Organik hayvanciligin 6nem kazandigr giiniimiiz kosullarinda, tiiketici bilincinin de
gelismesiyle birlikte hem insan hem de hayvan sagligina zarar vermeksizin hayvansal {iriin
miktar1 ve kalitesini arttirict farkli yem katki maddeleri arayis1 giindeme gelmistir. Bu alternatif
yem katki maddelerinden biri olan probiyotiklerin, hayvan besleme alaninda olduk¢a genis
bir kullanim alanima sahip oldugu goriilmektedir. S6z konusu ¢aligmada, probiyotik kavrama,
genel etki mekanizmasi, siit sigirciliginda kullanim alanlar ile siit verimini arttirmadaki roli
incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Siit sigir1, probiyotik, verim

PROBIOTIC USAGE FOR INCREASING MILK YIELD IN CATTLE

ABSTRACT

In present conditions that organic livestock gain importance, the search of different feed
additives increasing the quantity and quality of animal products without harming human
and animal health has become a current issue with the development of consumer awareness.
Probiotics, one of these alternative feed additives, are seen to have a wide application in the field
of animal nutrition. In this study, probiotic definition, general mechanism of action, usage area
in dairy cattle with the role of increasing milk yield were examinated.

Keywords: Dairy cattle, probiotic, yield
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Sigirlarda Siit Verimini Arttirmada Probiyotiklerin Kullanumi

GIRIS

Tirkiye, toplamda 14 milyon 80 bin bag
s1gir varligi ile siit tiretiminde énemli bir po-
tansiyele sahiptir. Ulkemizde toplam siit iire-
timi, 2016 yilinda bir 6nceki yila gore % 0.9
oraninda azalma gostererek 18 milyon 489
bin ton olarak gerceklesmis olup, s6z konusu
miktarin % 90.8’ini inek siitii, % 6.3’ iinii ko-
yun siitii, % 2.6 sin1 kegi siitii ve % 0.3 iini
manda siitli olusturmustur (1). Siit tiretimin-
de sigirin bu kadar 6nemli bir yere sahip ol-
masinin nedenleri arasinda baslica bolgesel
yetistirme kosullarina adaptasyon ve kaba
yem degerlendirme kabiliyetinin yliksek ol-
masi sayilabilir.

Siit sigint yetistiriciliginin 6nemli gelir
kaynaklarindan birisi siit tiretimidir. Yiiksek
stit verimi elde etmenin kosullarindan birisi
olarak goriilen yiiksek siit verimli inek ka-
pasitesinin dogrudan isletme karliliginda tek
basina yeterli olmadig1 bilinen bir gercektir.

Son yillarda, diinya niifusunda meydana
gelen artiga paralel olarak tarim firiinlerine
de olan talebin artis1, bitkisel liretimin yanin-
da hayvansal iiretimde de farkli {iretim mo-
delleri arayigina neden olmustur. Bu iiretim
modellerinden olan entansif liretimde 6nce-
likli hedef birim alandan yiiksek miktarda
irtin alinmas1 oldugundan, hayvansal iire-
timde cesitli katki maddelerinin kullanimin-
daki yogunluk, bilingsiz kullanim1 ve saglik
kriterlerine uymama durumlarin1 da berabe-
rinde getirmistir. Oyle ki, gelisimi tetikleyen
cesitli hormon ve antibiyotikler ile rumene
yonelik maniplasyon uygulamalar1 sonu-
cunda antibiyotige diren¢li gen gelisiminin
(2,3) yani sira siit ve ette antibiyotik kalin-
tisin1 (4) kapsayan iki 6nemli toplum sagli-
g1 problemiyle kars1 karsiya kalinmistir. Bu
gibi sebeplerden otlirii, giiniimiizde saglikli,
kaliteli ve risk faktorleri igermeyen {iriin elde
etmeye yonelik, kontrollii kosullarda gergek-
lestirilen sertifikali bir iiretim faaliyeti olan

organik hayvanciliga olan 6nem ivme kazan-
mistir (5,6).

Hayvan beslemede yaygin olarak kul-
lanilan yem katki maddelerinin hem pahali
olmast hem de yanlis kullanimlar1 ile yu-
karida bahsedilen olumsuz etkilerden dola-
y1, degisik biyoteknolojik uygulamalara bir
yonelim s6z konusu olmustur. Bu noktadan
hareketle, hayvanlarin verimlerinin artiril-
masinin yaninda sagligina da olumlu katki-
larda bulunan probiyotiklerin farkli kullanim
alanlarina yonelik olarak giderek artan sayi-
da calisma literatiirde yerini almistir. S6z ko-
nusu ¢alismada da ¢iftlik hayvanlari arasinda
ekonomik bakimdan 6nemli bir yere sahip
olan siit sigirlarinin verimlerinin arttirilmast
asamasinda son yillarda 6nemle iizerinde du-
rulan bir yem katki maddesi olan probiyotik
ele alinmis ve bu alandaki gelismelere yer
verilmistir.

Probiyotik Nedir?

[k olarak Kollath (7) tarafindan tanimla-
nan probiyotik kelimesi Yunanca’ da ‘yasam
icin’ anlamindaki kelimeden tiiremistir. Pro-
biyotikler, ¢iftlik hayvanlarinin yemden ya-
rarlanmasini artirmak amaciyla sindirim sis-
temindeki mikrobiyal dengeyi diizenleyen,
bunu yaparken de patojen mikroorganizma-
larin cogalmasini ve zararh etki gostermesini
Onleyen yararli mikroorganizma kombinas-
yonlari (canli bakteri, maya, maya kiiltiirleri,
mantar ve bir takim enzimler) olup, mikrobi-
yal katki maddeleri olarak da tanimlanabilir
(8-16).

Probiyotikler, genellikle gram pozitif ve
anaerob Ozellik tasimakta olup, patojenite
gostermemektedir (10,11). Probiyotikler lak-
tik asit liretenler (Lactobacillus ve Strepto-
coccus spp.), laktik asiti kullan bakteriler ya
da konakgida yarar saglayan digerleri ile As-
pergillus ve Saccharomyces’ i iceren maya
ve mantarlar1 kapsamaktadir (2,3). Laktik
asit bakterileri i¢inde de Bifidobacterium
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ve Lactobacillus en ¢ok bilinen probiyotik
mikroorganizmalar1 olup, sirasiyla kalin ba-
girsakta ve ince bagirsakta fazla miktarda
rastlanilmaktadir (16-21). Bunun yaninda, ti-
cari probiyotik liretiminde s6z konusu maya-
lardan baslica S. cerevisiae ve mantarlardan
A. niger ve A. oryzae’ den de yaygin olarak
yararlanilmaktadir (11,22).

Probiyotikler cesitli formlarda olup hay-
van beslemede daha cok sivi, toz, pelet, gra-
niil ve kapstil olarak yem veya igme suyuna
karistirilarak  kullanilabilmektedir (10,14).
Burada probiyotik mikroorganizmalarinin
tagimasi gereken bir takim 6zelliklere 6zetle,
toksik ve patojenik etki tastmamasi, antimik-
robiyel Ozellik gdstermesi, bagirsak hiicre
epiteline tutunabilmesi ve bagirsak florasina
adaptasyon kabiliyetine sahip olmasi, kimi
teknolojik uygulamalara uyum saglamasi,
mide asidik ortami ile bagirsak safra ve lizo-
zim enzimine kars1 diren¢ gostermesi olarak
deginmek miimkiindiir (16,23-26).

Probiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Probiyotik bakteriler; laktik asit, asetik
asit ve formik asit benzeri organik asitler ile
antimikrobiyal madde iireterek pH’ 1n diisii-
riilmesi neticesinde patojen bakterilerin ba-
girsak ylizeyine tutunmalarini engelleyerek
burada g¢ogalmalarinin 6nlenmesi (15,27),
bagisiklik sisteminin uyarilmasi (28) ve ru-
mendeki oksijenin kullanilmast sonucunda
anaerobik Ozellikteki rumen mikroorganiz-
malarinin sayisinin arttirilmasi (15) seklinde
etki mekanizmalarina sahiptir. Bunun ya-
ninda, aerobik patojenlerin gelisimini dur-
durmak amaciyla redoks potansiyelini dii-
sirmekte ve gelisimlerini engellemektedir
(11). Ayrica, probiyotikler barsaktaki patojen
mikroorganizmalara verdikleri hasar ile an-
ti-bakteriyel etki de gostermektedir (29,30).

Bazi arastiricilar tarafindan, probiyotikle-
rin gen¢ ruminatlarin rumen florasinda erken
gelisim saglayarak yemlerin sindirilebilirli-
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gini arttirarak siitten kesimlerine olumlu kat-
ki sagladigi ve ayn1 zamanda ishale neden
olabilecek enteropatjen olusumunu 6nledigi
de tespit edilmistir (31,32). Probiyotiklerin
bahse konu etkileri hayvan ve bakteri tiiriine,
uygulama dozu, zamani ve kosullarina gore
farklilik gosterebilmektedir. Yapilan calis-
malarda probiyotiklerin siirekli kullanilmas1
durumunda etkilerinde artis gézlendigi bildi-
rilmistir (13,33,34).

Siit Sigirlarinda Kullanim Alanlar:

Probiyotiklerin ¢iftlik hayvanlarinda kul-
lanimlaria yonelik bir¢ok arastirma mevcut
olmakla birlikte, bu ¢alismada daha cok siit
sigir1 yetistiriciligindeki yeri ve onemi iize-
rinde durulmustur. Bilindigi gibi, hayvan
beslemede yem katki maddesi olarak kulla-
nilan probiyotikler siit sigirlarinda yemden
yararlanma ve verim performansi artis1, yiik-
sek siit veriminin saglanmasi i¢in kuru do-
nemde karsilasilan problemlerinin 6niine ge-
¢ilmesi, buzagilama dénemindeki metabolik
hastaliklarin ve ishal vakalarinin azaltilmasi
ile ¢esitli stres faktorlerinin olumsuz etkileri-
nin ortadan kaldirilmasi gibi ¢esitli kullanim
alanlarma sahiptir (35-42).

Siit sigirlarinda ¢esitli faktorler sebebiy-
le ortaya ¢ikan stres (hayvan nakilleri, ¢cevre
1s1s1, yem Ozelikleri, yemleme, barindirma,
bakici vb.) sonucunda bir takim metabolik
olumsuzluklar ortaya ¢ikabilmektedir. Oyle
ki, cesitli stres faktorleri karsisinda baslica
bagirsak mikrobiyal florasinda meydana ge-
len bozulmaya paralel olarak ishal, yem tiike-
timinde azalma ve buna bagli olarak verimde
diisiis gbzlenmektedir (22). S6z konusu stres
faktorlerinin azaltilmasina yonelik yiirtitiilen
calismalarda, sicak kosullarda siit sigirlari-
nin 1s1 stresini azaltmak icin giinde 56-60 g
S. cerevisiae kiiltiirii ile giinde 3 g kadar A.
oryzae ekstraktinin rasyona ilavesi sonucun-
da rektal sicakligin azaldigi (43) ve diger bir
calismada da yemden yararlanmanin iyiles-
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tigi (% 7) tespit edilmistir (44). Rasyona A.
oryzae ekstrakti ilavesi iizerine yapilan diger
bir ¢aligmada ise, sicaklik stresi kosullarinda
stit sigirlarinin rektal sicakligini diisiirticti bir
etkisi olmadig1 da ifade edilmistir (33).

Probiyotik kullanimi1 yoniinde yapilan ¢a-
ligmalara paralel olarak o6zellikle son yillar-
da yiiriitiilen arastirmalar ivme kazanmis ve
yeni sonuglar da elde edilmeye baslanmistir.
Cesitli arastirmacilar tarafindan transgenik
formda probiyotik enzimlerin eldesine pa-
ralel olarak tasarlanan probiyotik suslarinin
kullanimiyla bazi yemlerin (arpa gibi) sindi-
rilebilirliginin arttirilmas1 miimkiin olmustur
(22,45).

Neonatal donemde sik¢a goriilen buzagi
ishallerinin tedavisinde probiyotik kullani-
minin da uygulanan bir¢ok sagaltim yontem-
leri arasindaki yerini aldig1 goriilmektedir.
Bu konuda yiiriitiilen ¢alismalar irdelendi-
ginde, bazi probiyotik preparatlarinin (L.
acidophilus, S. faecium ile Bacillus sp.)
ishal vakalarinda daha etkili oldugu tespit
edilmistir (12,46). Isil ve Ekimler (12) ta-
rafindan yapilan bir ¢calismada, Siyah Alaca
buzagilarin kolostrum, siit, siit ikame yemi
ve igme sularina katilan probiyotiklerin (L.
acidophilus, B. bifidum, S. thermophilus
bakterileri, S. cerevisiae mayasi, ve A. niger
mantari i¢erikli) barsak florasina olumlu etki
yaparak ishal vakalarini onledigi, yemden
yararlanma ve canli agirlik artisina da olum-
lu etkisi oldugu bildirilmistir.

Klinik amagli olarak probiyotiklerin diger
bir kullanim alani da biiylime performanst ile
verimi arttirmaya yoneliktir (47,48). Ancak,
laktasyondaki Siyah Alaca ineklerde 60 giin
boyunca kullanilan probiyotik kombinasyo-
nunun canli agirlik artis1 lizerine etkisi ol-
madig1 belirtilmistir. Bununla birlikte ¢esitli
sistemik genlere olan etkinligine bakildigin-
da probiyotik kullaniminin hemostazis ve
immun sistemi igeren ¢esitli genler lizerinde

etkisi oldugu belirtilmistir (42).

Siit sigirlarinda kritik bir donem olarak
nitelendirilen erken laktasyon doneminde
negatif enerji dengesi Onemli bir problem
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. S6z konusu
donemde gerekli 6nlemlerin alinmamasi du-
rumunda baslica yem tiiketiminde azalma,
canli agirlik kaybi, verim kayb1 ve metabolik
hastaliklarla karsilasilabilmektedir. Bu prob-
lemlerin Oniine gecebilmek icin basta kuru
madde tiiketimin tesvik edilmesi gerekir ki,
bu amagla rasyona canli maya ve metabo-
litlerinin ilavesi onerilmektedir (8). Bu ko-
nuyla iliskili olarak yiiriitiilen bir ¢calismada,
gecis donemi ve erken laktasyon doneminde
S. cerevisiae igerikli yem katki maddesiyle
beslenen ineklerde serum, rumen ve siit veri-
mi lizerine olumlu etkileri oldugu kaydedil-
mistir (49).

Siit sigirlarinda meme saghiginda probi-
yotik dolayli bir kullanim alania sahiptir.
Bilindigi tizere, siitteki somatik hiicre sayis1
meme sagliginin gostergesi olup (50) ras-
yona probiyotik ilavesi sonucunda siitteki
somatik hiicre sayisinda azalma meydana
geldigi bildirilmistir (50,51). S6z konusu so-
matik hiicre sayisindaki azalmanin immun
sistemle iligkili IgA artis1 ile bagdastirildigi
ifade edilmistir (52). Bahse konu etkilesim
kemik iligindeki plazma ve kiiffer hiicrele-
rindeki proliferasyona bagli gama globiilin
seviyesindeki artis sonucunda somatik hiicre
sayisinda azalmayla aciklanmaktadir (49).

Siit Sigirlarinda Probiyotikler Siit Ve-
rimini Nasil Arttirir?

Probiyotiklerin hayvan sagligi ve verimi
tizerindeki etkileri tam olarak anlasilama-
makla birlikte yukarida da bahsedildigi iize-
re erken laktasyon donemindeki istah artisi,
yemden yararlanma oraninda artig ve immun
sistem tizerindeki etkileri araciligiyla fayda
sagladig: diistiniilmektedir (53).

Erken laktasyondaki ineklere verilen pro-
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biyotik katkilariin rumen fermentasyon
iirinlerini propiyonik asit yoOniine kaydi-
rarak ucucu yag asitleri diizeyini arttirdigi
(49,54,55), rumende amonyak konsantras-
yonunu azalttig1 (49), duedonuma nitrojen
akigint degistirdigi (55-57) boylelikle hay-
van verimi ve enerji dengesi i¢in potansiyel
fayda sagladigi bildirilmektedir (58). Laktik
asit kullanan bakteri stimiilasyonu ile lak-
tik asit liretimi azalmakta (59) ve rumen pH
stabilizasyonu saglanmaktadir. Boylelikle
rumen ortaminda propiyonik asit iretimi
desteklenmektedir (60). Yem katki maddesi
olarak kullanilan maya kiiltiirlerinin rumen
fonksiyonunu arttirdigi, buna paralel olarak
rumende spesifik bakteri iiremesini uyari-
c1 etkisiyle siit tiretimini destekledigi ifade
edilmektedir (61). Bu durumda seliilolitik
bakterilerin varligini siirdiirmesine yardimci
olmakta ve bitkisel liflerin yikimlanma ora-
nindaki artig ile yemlerin sindirilebilirliginde
artis meydana gelmektedir (62,63). Bunun
yani sira gastrointestinal patojen iiretimini
kisitlamasi sonucu immun mekanizmay1 et-
kileyerek yemden yararlanim1 daha da arttir-
maktadir (64).

Yemden yararlanmadaki artisa paralel
olarak siit verimindeki olumlu etkileri de be-
raberinde getiren yem katkilarindan S. cere-
visiae, umut vadeden probiyotikler arasinda
yer almaktadir (49,65). S. cerevisiae igeren
katki maddelerinin enzim, vitamin, diger be-
sin ve kofaktorler acisindan zengin olmasi
cesitli liretim portfoyleri lizerinde de yarar
saglamaktadir (3). Siyah Alaca sigirlarda
yem katki maddesi seklinde kullanildiginda
siit verimi, siit yagi ve kanda bazi paramet-
reler lizerinde etkili oldugu belirtilmektedir
(66). Bu konuyla ilgili bagka bir ¢alismada,
gecis donemi ve erken laktasyon doneminde
kullanimiyla benzer etkilerin ortaya ¢iktigi
da gorilmistir (49). Kudrna ve ark. (67)
tarafindan yapilan ¢alismada, rasyona maya
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ilavesinin siit verimini 6nemli derecede artti-
rirken kuru madde tiiketimini azalttig1 belir-
tilmistir. Farkli bir calismada ise, S. cervisi-
ae ve L. sporogenes icerikli probiyotiklerin
20 g/giin/hayvan kullanimlarimin, 15 g/giin/
hayvan seklinde kullanima gore siit iiretimi
ve kompozisyonunu daha c¢ok iyilestirdigi
belirtilmektedir (68). Siyah Alaca ineklerde
probiyotik kullanimiyla siit iiretiminin %
3-16 diizeylerinde arttig1 (69), ortalama giin-
liik siit iiretiminin probiyotik kullanilmayan
gruba gore % 12.7-11.5 oraninda daha yiik-
sek oldugu (70) ve melez ineklerde Lacto-
bacillus, Saccharomyces ve Propionibacteri-
um spp. iceren probiyotik kullaniminda siit
tiretiminin 4.65-5.41 kg artig gosterdigi (71)
saptanmuigtir.

Yapilan arastirmalar sonucunda, probiyo-
tiklerin siit verimi ve siit kompozisyonunda
bir takim degisiklikler meydana getirdigi
tespit edilmistir (68,71). Dutta ve ark. (72)
calismalarinda iki farkli maya susu olan
Enterococcus faecium ve S. cerevisiae ige-
rikli probiyotik katkilarinin ugucu yag asidi
tiretimindeki artiga bagh olarak siitteki yag
oranini yukselttigini tespit etmislerdir. Bas-
ka literatiirlerde de farkli oranlarda giinliik S.
cervisiae ve L. sporogenes probiyotik katkisi
ile beslenen ineklerde siit yagi ve proteininde
artis meydana geldigi belirtilmistir (68). Bu-
nun yaninda, S. cerevisiae maya katkilarinin
siit tiretimini glinliik 0.9 kg ve siit proteinini
% 0.31 oraninda arttirdig1 da bildirilmistir
(73). Bahsi gecen olumlu etkilerin aksine
probiyotiklerin katki maddesi seklinde kul-
lanildig1 diger bir ¢aligmada siit iiretiminde-
ki artisa (+1.2 g/kg) ragmen siit proteinlerine
etkisi olmadigi ifade edilmistir (74).

SONUC

Organik hayvanciligin ivme kazandigi
gliniimiiz kosullarinda, insan ve hayvan sag-
ligina zarar vermeden hayvanlarda verim
miktar ve kalitesini arttiric1 alternatif yollar
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aranmaya baslanmigtir. Hayvan beslemede
alternatif destekleyici bir yontem niteligin-
de olan probiyotik kullaniminda da bu yon-
de bir artis s6z konusu olmustur. Bu nokta-
dan hareketle mevcut ¢alismada; probiyotik
kavrami, genel etki mekanizmasi, siit sigir-
ciliginda kullanim alanlart ile siit verimini
arttirmadaki rolii lizerinde durularak probi-
yotik kullaniminin siit sigircilig1 alaninda da
onemli bir yere sahip oldugu vurgulanmaya
calistlmistir. Oyle ki, yemi degerlendirme-
den verim artisina, stres kosullarindan bir
takim metabolik hastaliklara kadar farkl
noktalarda etkisini godsterebilen probiyotik
kullaniminin sektorel ve ekonomik bazda ne
kadar 6nemli bir konu haline geldigi asikar-
dir. Bu sebeple, probiyotik kullaniminin siit
sigirciliginda ge¢gmisten glintimiize sagladigi
faydalar1 6zetleyen bu g¢alisma ile gelecek-
te bu ve buna benzer konularda yiiriitiilecek
olan aragtirmalara 151k tutmasi beklenmekte-
dir.
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OZET

Radyografik Kardiyomegali, toraks rontgenlerinde kalp siluetinin normal referans degerlerin iistiinde
olmasi1 anlamina gelmektedir. Kardiyomegali tek basina bir hastalik belirtisi olmayip, altta yatan diger
hastaliklar sonucunda da olusabilmektedir. Toraks rontgenlerinde rastlanan Radyografik Kardiyomegali
bulgusu genelde kalp hastaliklar ile iliskilendirilmekte, ¢ogu kez kalp hastaliklart digindaki durumlar
g0z ard1 edilmektedir. Bu derleme; Radyografik Kardiyomegali’nin saptanmasiyla baglayan tanisal ve
klinik yaklagimlart ve teshise kadar uzanan siireci klinisyen goziiyle degerlendirmektedir.
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RADIOGRAPHIC CARDIOMEGALY IN DOGS: FROM RADIOGRAPHY TO
CLINICAL APPROACH

ABSTRACT

Radiographic cardiomegaly means that the heart silhouette is above the normal reference values in
thorax radiographs. Cardiomegaly is not a symptom of a disease alone, but it can also occur as a result of
other underlying diseases. Although physicians usually rule out secondary disease related to radiographic
cardiomegaly, cardiomegaly sign in chest X-rays are usually associated with heart diseases. This review
consider the diagnostic and clinical approaches starting with the detection of radiographic cardiomegaly
and the process leading up to the diagnosis.
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Rontgenden Klinik Yaklasima Kopeklerde Radyografik

GIRIS

Kardiyomegali; toraks rontgenleri ile be-
lirlenebilen, kalbin tamami ya da bazi kisim-
larinin  genislemesi veya biiylimesi olarak
ifade edilmektedir (1). Radyografik Kar-
diyomegali’ye Veteriner Hekimler toraks
rontgenlerinde siklikla rastlamaktadir. Ge-
nellikle Radyografik Kardiyomegali bulgu-
sunun kalp hastaliklar1 ile baglantili oldugu
diistiniilmektedir. Konjenital kalp hastalikla-
11, Dilate Kardiyomyopati ve Konjestif kalp
yetmezligi gibi kardiyak hastaliklar Radyog-
rafik Kardiyomegali’ye yol agabilmektedir
(2). Bununla birlikte; radyografik ¢ekim ha-
talari, overhidrasyon, pulmoner tromboem-
bolizm, kronik bronsit, atlet kalp sendromu
ve sistemik lupus eritematozus gibi durum-
larda da Radyografik Kardiyomegali gorii-
lebilmektedir (3). Bu derleme ile kopeklerin
toraks radyografisinde kardiyomegali goriil-
mesiyle baslayan klinik yaklasimlar anlatil-
makta, tantya uzanan siirecin klinisyen go-
zliyle degerlendirilmesi amaglanmaktadir.

Dogru Toraks Radyografisi

Toraks rontgenlerinin latero-lateral (LL)
(Genelde sag LL pozisyon tercih edilir) ve
dorso-ventral (DV) pozisyonda g¢ekilmesi
onerilmektedir (4). DV pozisyonda o0zel-
likle derin ve genis gogiis bosluguna sahip
wrklarda; anatomik olarak kalbin gogiis ka-
fesine yerlesimi daha uygun olmaktadir. DV
pozisyonda akciger loblar1 oksijen ve hava
ile doygun oldugundan akcigerin kaudalin-
de bulunan pulmoner arter ve venlerin daha
belirgin goriilmesi saglanmaktadir. Ayrica,
kalp hastalig1 nedenli olusan pulmoner in-
filtrasyonlar ventrodorsal pozisyona gore
DV pozisyonda daha erken gdriintiilenebil-
mektedir (5).

Toraks radyografisinde akciger detayi-
nin daha iyi degerlendirilebilmesi i¢in yiik-
sek kilovolt (kV) ve diisiik miliamper (mA)
1sinlama kullanilmaktadir. Yiiksek kV ile iyi

derecede kontrast saglanirken, diisiik mA ise
1sina maruz kalma siiresini simirlandirarak
solunum hareketlerinden kaynaklanan arte-
faktlarin giderilmesini saglamaktadir (4).

Inspirasyon sonunda ¢ekilen toraks
filmlerinde akcigerlerin hava ile genisle-
yip ekspirasyon sonrasinda gogiis kafesinin
kiiclilmesi goreceli olarak kalp boyutlarini
etkilemektedir (4). Ideal gekim olarak hasta-
nin ekspirasyon sirasinda 1sinlama isleminin
yapilmasi 6nerilmektedir (6).

Radyografik Kardiyomegali’nin Belir-
lenmesinde Kriterler

Toraks radyografisi LL goriintiilemede;
kalp siluetinin gogiis kafesine nazaran bii-
yiimesi, kaudal kalp konturunun diyafram
sinir1 ile temas noktalarin artigi, kraniyel
kalp konturunun sternum {izerinde dogru
yatisi, trakeal elevasyon, karaciger ve da-
lagin radyografik boyutlarinda artis, biliyiik
damarlarin radyogafik caplarinda artig ve
akcigerlerde interstisyel pattern gibi bulgu-
lar Radyografik Kardiyomegali bugusunu
desteklemektedir (3) (Sekil 1). DV pozis-
yonda ise; gogiis boslugunda kalp siluetinin
biliyiimesi, kalbin kaudal konturu ile diyaf-
ram arasinda temas noktalarin artig1, biiyiik
damarlarin radyogafik caplarinda artis ve
akcigerlerde interstisyel patern gibi bulgular
Radyografik Kardiyomegaliyi gostermekte-
dir (3) (Sekil 1).

Gerc¢ekten Radyografik Kardiyomegali
Var Mi1?

Kopeklerde Radyografik kalp boyutlari-
nin kardiyomegali yoniinden degerlendiril-
mesi i¢in Vertebral Kalp Skorlamasi (VHS)
ve Torasik Derinlik Ol¢iimii (TDO) kullanil-
maktadir (1,7).

Vertebral Kalp Skorlamasi

Vertebral Kalp Skorlamasi; farkli boyut
ve wrklardaki kopeklerde, kalp biiyiikligi-
nii degerlendirmek ve radyografik Sl¢limii
gerceklestirmek i¢in kullanilan objektif bir
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metottur (1). Bu yontemde kdpegin LL po-
zisyonda cekilen toraks radyografisinde iki
eksen ¢izgisi kullanilmaktadir. Uzun eksen,
trakea’nin karina kismindan kalbin apeks
ucuna kadar uzanmakta; kisa eksen ise kalbin
yatay olarak en genis kisimindan ¢izilmekte
ve uzun eksene dik sekilde uzanmaktadir.
Sonrasinda, kisa ve uzun eksen ¢izgileri 4.
torakal vertebranin kranial sinirindan bagla-
yarak omurlar hizasinda geriye dogru uzatil-
maktadir. Iki eksenin toplam uzunlugu kag
vertebra’ya denk geliyorsa VHS olarak kay-
dedilmektedir (1) (Sekil 2).

Kopeklerde VHS i¢in yaymlanmis ¢esitli
referans araliklar1 bulunmaktadir (1) (Tab-
lo 1). Bu referans araliklarin kiigiik 1rk ko-
pekler i¢in gegerli olmayabilecegini bildiren
yayinlar da mevcuttur (7). Bazi calismalarda
ise VHS’ nin kalbin gercek boyutlarin1 yan-
sitmadig bildirilmistir (8). Ayrica, sag LL
pozisyonda alinan toraks radyografileri ile
belirlenmis VHS degerinin sol LL pozisyon-
da cekilenlere gore anlamli derecede biiyiik
oldugu bildirilmistir (9). Diger baz1 calis-
malarda ise; ayni irk ve boyuttaki kopek-
lerde dahi erkek kopeklerin VHS degerinin
disilerden daha biiylik oldugu saptanmistir
(10). Yapilan ¢alismalarda (11) trakeal kol-
laps olan bazi kiigiik irk kopeklerin normal
ekokardiyografik kalp boyutlarina sahip
olmalarina ragmen VHS degerlerinin nor-
mal smirlarin iistiinde olmasi dikkat g¢ekici
bulunmustur. Diger bir arastirmada ise (7)
kondrodistrofik ve brahisefalik irk kopekler-
de VHS nin gercek degerinden daha yiiksek
olacag bildirilmistir.

Saglikli Bulldog ve Boston Terrier gibi
anatomik vertebrae anormallikleri sahip olan
kopeklerde VHS degerinin yiiksek ¢ikabile-
cegi dikkate alinmalidir (7). Siddetli lordoz
veya kifozu bulunan kopeklerde de VHS
Olclimiiniin normalden yiiksek cikabilecegi
belirlenmistir (8,12). Viicut kondisyon skoru
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ile VHS arasinda Lhasa Apso 1rki digindaki
diger kopek irklarinda herhangi bir anlaml
iliski bulunmamustir. Perikardiyal yag doku-
sunun da VHS 06l¢timiinii etkilemedigi bildi-
rilmigtir (7).

Torasik Derinlik Ol¢iimii

Farkli kopek irklarinda toraks rontgen-
lerinde kalp boyutlarinin degerlendirilmesi
icin LL pozisyonda torasik derinlik 6l¢timii-
niin kullanilmasi 6nerilmektedir (7). Buna
gore; bir ¢izgi trachea’nin karina kismindan
kalbin apeksine kadar uzatilmaktadir. Ikinci
cizgi ise ilkine paralel olacak sekilde kalp
apeksinden torasik vertebranin ventraline
kadar uzatilmaktadir. {1k ¢izginin ikincisine
oraninin %66 (2/3) olmasi normal kalp bo-
yutu olarak kabul edilmektedir (13) (Sekil
3). Ayn1 islem DV pozisyonda ¢ekilmis to-
raks grafisinde de yapilabilmektedir. DV po-
zisyonda kalbin en genis kismindan bir ¢izgi
cekilir. Ikinci ¢izgi ilkine paralel olacak se-
kilde gogiis boslugunun i¢ kisimlarindan ¢i-
zilmektedir. Ilk ¢izginin ikincisine oraninin
%066 (2/3) olmas1 normal kalp boyutu olarak
kabul edilmektedir (13) (Sekil 3).

Radyografik Kardiyomegalinin Neden-
leri

Kopeklerde radyografik kardiyomegali
kalp hastaliklarina bagl ya da kalp hastalik-
larindan bagimsiz olarak sekillenebilmekte-
dir (Tablo 2).

Kalp Hastalikh Kopeklerde Radyogra-
fik Kardiyomegali

Radyografik Kardiyomegali primer ve se-
konder kalp hastaliklarina bagl olarak sekil-
lenebilmektedir. Primer kalp hastaliklarindan
kapak hastaliklari, Dilate Kardiyomyopati,
konjenital kalp hastaliklar1 ve Konjestif kalp
yetmezligi Radyografik Kardiyomegali’ye
yol agmaktadir (Sekil 4). Sekonder kalp has-
taliklarindan pulmoner hipertansiyon da sag
kalp yetmezligine neden olarak Kardiyome-
gali’ye yol agmaktadir. Hipotiroidizmi olan
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kopeklerin toraks radyografilerinde Dilate
Kardiyomyopati nedenli kardiyomegali bul-
gusuna rastlanmistir (3).

Kalp Hastahklarindan Bagimsiz Rad-
yografik Kardiyomegali

Kopeklerde kalp hastaliklar1 olmaksizin
kronik anemi ve overhidrasyon gibi durum-
larda da toraks radyografilerinde kardiyome-
gali bulgusuna rastlanmaktadir (14). Kronik
anemi nedenli; sol ventrikiiler disfonksiyonu,
kalp yetmezligi ve Radyografik Kardiyome-
gali’nin gelistigini rapor eden bildirimler de
mevcuttur (15). Insan ve kdpeklerde belirle-
nen Atlet kalp sendromunda da Radyografik
Kardiyomegali sol ventrikiiliin hipertrofisine
bagl gelismektedir. Bu durum kalbin agir ve
devaml egzersize kars1 verdigi fizyolojik bir
tepki olmaktadir (16).

Bir ¢alismada, pulmoner tromboembo-
lizmi olan 29 kdpegin toraks grafilerinde 7
kopekte Radyografik Kardiyomegali bulgu-
suna rastlanmistir (17). Insanlarda da akut
pulmoner tromboembolizm’de Radyografik
Kardiyomegali yaygin bir bulgu olarak bildi-
rilmektedir (18). Farkli caligmalarda, kronik
akciger hastaliklar1 (19) ve gebelik gibi du-
rumlarda da (20) Radyografik Kardiyomega-
1i bulgusuna rastlanildigi rapor edilmistir.

Radyografik Kardiyomegalisi Bulunan
Kopeklere Klinik Yaklasim

Radyografik Kardiyomegali lokalize ya
da generalize olarak sekillenebilmektedir
(21). Lokalize kardiyomegali kalbin bir bol-
gesinin boyutlarindaki degisim nedeniyle
olusurken, generalize kardiyomegali ise kal-
bin genelindeki biiyiimeyi ifade etmektedir
(21). Radyografik olarak belirlenebilen lo-
kalize nedenlerden kaynakli kardiyomegali
kalbin sag ya da sol bosluklarindaki yapi-
sal degisim nedeniyle sekillenebilmektedir
(Tablo 3). Generalize kardiyomegaliler ise
konjestif kalp yetmezligi, kardiyomyopati-
ler ve perikardiyal efiizyon gibi nedenlerden

kaynaklanmaktadir (Tablo 4).

Veteriner Hekimler kopeklerde Radyog-
rafik Kardiyomegalinin belirlenmesi sonrasi
teshis ve klinik muayeneyi derinlestirmeli-
dirler. Bu amagcla; kalbin oskiiltasyonu, ab-
dominal palpasyon, mukozalarin kontrolii,
hastanin performans kopegi olup olmadigi,
hastanin hidrasyon durumu ve solunumunun
sekli degerlendirilecek ilk klinik gostergeler
olmaktadir. Kardiyak muayenede iifiirlim ve
juguler pulzasyonun bulunmasi, kalp atim
sayist ve ritmindeki patolojik degisiklikler,
hipokinetik femoral nabiz, kapiller dolum
zamaninin uzamasi; anamnezinde egzersiz
intolerans, gece Oksiiriigli, erken yorulma,
dispne, ortopnea ve senkopun varligi Rad-
yografik Kardiyomegali’nin kalp hastalik-
lar1 kaynakli oldugunu gostermektedir. Bu
tir hastalarda Ekokardiyografi ile yapisal
kalp hastalig1 teshisi netlestirilmektedir.
Performans kopeklerinde ekokardiyografik
muayenede sol ventrikiiliin hipertrofik ola-
bilecegi akilda tutulmalidir. Kardiyak ritim
ile ilgili sorunlarin degerlendirilmesinde de
elektrokardiyografi ve holter kayd: endikas-
yon bulunan kopeklerde uygulanmadir.

Veteriner Hekimler; Radyografik Kar-
diyomegali’nin olas1 diger nedenlerini de
elemine etmek durumundadirlar. Sistemik
lupus eritematozus gibi hastaliklarin kesin
teshisi icin kan analizleri ve deri biyopsile-
rinin alinmasi1 gerekmektedir. Rutin kan ana-
lizleri ve klinik muayene ile kronik aneminin
muhtemel primer ya da sekonder nedenleri
ayirict tanida degerlendirilmelidir. Toraks
grafilerinin incelenmesinde sadece kardiyak
bliyiikliige odaklanilmamali, akciger doku-
su, plevral efiizyon ve olasi yabanci cisimler
acisindan da alinan radyografiler degerlendi-
rilmelidir.
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Radyografik Kardiyomegali’nin deger-
lendirilmesi; dogru toraks rontgen cekimi,
pulmoner yapilarin dogru yorumlanmasi,
VHS ve TDO ile yapilmaktadir. Kalp boyut-
larmin Ol¢limiinde kullanilan VHS sistemi
ile belirlenen radyografik kalp boyutlariin
mutlaka ekokardiyografik muayeneler ile
desteklenmesi Onerilmektedir. Konjenital

veya edinsel kalp hastaliklarinin teshisi i¢in

Alihosseini, Colakoglu, Haydardedeoglu

mutlaka ekokardiyografik muayeneden ya-
rarlanilmalidir. Bununla birlikte; klinik kar-
diyolojik muayene, oskiiltasyonda kardiyak
ritim, Ufiiriim sesleri ve tipleri, akciger sesle-
11, juguler venin pulzasyon durumu, femoral
arterin nabiz kalitesi goz 6niinde bulundurul-
malidir ve toraks rontgenlerinde sag kalp bii-
ylimesi ile karakterize Dirofilariazis tanida
unutulmamalidir.

Tablo 1. Farkh kipek wklannda VHS degerleri (Jepsen-Grant ve ark . 2013)

Kipek Irklarn Normal VHS degeri
Boxer 108-124

Bulldog (ingiliz veya Fransiz) 11.0-144

Boston Terrier 10.3-131

Cavalier King Charles Spanid 10.1-11.1
Labrador Retriever 102-114

Pug 98 —-116
Pomeranian 56-114

Whippet 105-11.8

Tablo 2. Radvografik Kardivomegali ‘'nin nedenleri

Kalp hastaliklarina baglh olan nedenler

Kalp hastahklarmdan

bagimsiz olan nedenler

Primer Kalp Sekonder Kalp * Kronik anemi
Hastaliklan Hastaliklar + Overhidrasvon
+ Demir eksikligi
» Kapak * Pulmoner hipertansiyvon anemisi
hastaliklan * Hipotiroidizm Adlet kalp sendromu
+ Dilate * Radvasyon maruz Pulmoner
Kardivom vopati kalmasi nedenli olusan tromboembolizm
+ Konjenital kalp kardivom yopatiler Kronik skciger
hastaliklan hastaliklan

+ Konjestif kalp

vetmezlig

Sistemik lupus
eritematozus

Gebdik

MAE Vet Fak Derg, 2 (2): 163-170

| 167



Rontgenden Klinik Yaklasima Kopeklerde Radyografik

Sekil 1. Mitral yetmezlidi bulunan 5 vagh Chthuahua wlo bar képege ait srasiyla
LL wve DV pomsyonda Eadyografik Eardivomegali gérintimil

MAE Vet Fak Derg, 2 (2): 163-170, 2017
168 |l



Alihosseini, Colakoglu, Haydardedeoglu

MAE Vet Fak Derg, 2 (2): 163-170, 2017

I 169



Rontgenden Klinik Yaklasima Kopeklerde Radyografik

KAYNAKLAR
1. Buchanan JW, Bucheler J. Vertebral scale
system to measure heart size in radiographs.
J Am Vet Med Assoc. 1995; 206:194-199.
2. Monnet E, Orton EC, Salman M, Boon J.
Idiopathic Dilated Cardiomyopathy in Dogs:
Survival and Prognostic Indicators. J Vet In-
tern Med. 1995; 9(1): 12-7.
3. Ware AW. Cardiomegaly, In: Ware AW,
editor. Cardiovascular Disease in Small Ani-
mal Medicine. p. 98-100. Francis Group;
2013.
4. Rudorf H, Taeymans O. Johnson V. Basi-
cs of thoracic radiography and radiology. In:
Tobias S, Victoria J, editors. BSAVA Manual
of Canine and Feline Thoracic Imaging
5. Poteet BA. Radiology of the Heart. In:
Tilley LP, Smith JR, FWK, Oyama MA,
Sleeper MM, editors. Manual of Canine and
Feline Cardiology. 4th ed. p. 26. Saunders,
USA; 2008.
6. Kealy JK, McAllister H. Diagnostic radio-
logy and ultrasonography of the dog and cat.
p. 149-150. WB. Saunders Company, USA.
7. Jepsen-Grant K, Pollard, R.E, Johnson,
LR. Vertebral heart scores in eight dog bree-
ds, Vet Radiol Ultrasound. 2013; 54(1): 3-8.
8. Bavegems V, Van Caelenberg A, Duchate-
au L, Sys SU, Van Bree H, De Rick A. Ver-
tebral heart size ranges specific for whippets.
Vet Radiol Ultrasound. 2005; 46: 400—403.
9. Greco A, Meomartino L, Raiano V, Fa-
tone G, Brunetti A. Effect of left vs. right
recumbency on the vertebral heart score in
normal dogs. Vet Radiol Ultrasound. 2008;
49: 454-455.
10. Lamb CR, Wikeley H, Boswood A, Pfe-
iffer DU. Use of breed-specific ranges for the
vertebral heart scale as an aid to the radiog-
raphic diagnosis of cardiac disease in dogs.
Vet Rec. 2001; 148: 707-711.
11. Singh MK, Johnson LR, Kittleson KD,
Pollard RE. Bronchomalacia in Dogs with

Myxomatous Mitral Valve Disease. J Vet In-
tern Med. 2012; 26: 312-319.

12. Marin LM, Brown J,McBrien C, Ba-
umwart R, Samii VF, Couto CG. Vertebral
heart size in retired racing Greyhounds. Vet
Radiol Ultrasound. 2007; 48: 332-334.

13. Bodh D, Hoque M, Saxena AC, Gugjoo
MS, Bist D, Chaudhary JK. Vertebral scale
system to measure heart size in thoracic ra-
diographs of Indian Spitz, Labrador retriever
and Mongrel dogs. Vet World. 2016; 9(4):
371-376.

14. Thrall DE. Textbook of Veterinary Diag-
nostic Radiology. St. Louis: Saunders; 2013.
15. Yaphé¢ W, Giovengo S, Moise NS. Se-
vere cardiomegaly secondary to anemia in a
kitten. J Am Vet Med Assoc. 1993; 202(6):
961-4.

16. Constable PD, Hinchcliff KW, Olson J,
Hamlin RL. Athletic heart syndrome in dogs
competing in a long-distance sled race. J
Appl Physiol. 1985; 76(1):433-8.

17. Johnson LR, Michael RL, Dale CB.
Pulmonary thromboembolism in 29 dogs:
1985-1995. JVIM. 1999; 13 (4): 338-345.
18. Elliott CG, Goldhaber SZ, Visani L,
DeRosa M. Chest radiographs in acute pul-
monary embolism. Results from the Inter-
national Cooperative Pulmonary Embolism
Registry. Chest. 2000; 118(1): 33-8.

19. Corcoran BM, Cobb M, Martin MW,
Dukes-McEwan J, French A, Fuentes VL,
Boswood A, Rhind S. Chronic pulmonary
disease in West Highland white terriers. Vet
Rec. 1999; 144(22):611-6.

20. Stoneham AE, Graham J, Rozanski EA,
Rush JE. Pregnancy-associated congestive
heart failure in a cat. ] Am Anim Hosp As-
soc. 2006; 42(6): 457-61.

21. Boswood A. www.cliniciansbrief.com/
sites/default/files/sites/cliniciansbrief.com/
files/DiagnosticManagementTree.pdf; Eri-
sim tarihi: 21.05.2017

MAE Vet Fak Derg, 2 (2): 163-170, 2017

170 |



MEHMET AKIF ERSOY UNIiVERSITESI
VETERINER FAKULTESI DERGISi
YAYIN BASVURU VE YAZIM KURALLARI

YAYIN POLITIKASI
Dergimiz Ulakbim DergiPark
tarafindan taranan; Veteriner Hekimligi, Saglik Bilimleri, Zootekni ve Biyoloji alanlarindaki

bilimsel igerikli 6zgiin aragtirma makaleleri, olgu sunumu, kisa bilimsel ¢alisma, derleme, editdre
mektup tiiriinden yaymlar1 kabul etmektedir. Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Dergisi’ne DergiPark Akademik sistemi iizerinden gelen yayinlar, editor incelemesine tabi tutulur.
Editor; yaymin bilimsel nitelik, 6zgiinliik, dergi yazim kurallarina uygunlugu kriterlerini gbz 6niinde
bulundurarak 6n degerlendirmeye tabi tutar. On degerlendirme siirecinde “dergi icerigi arama mo-
toru” kullanilarak daha 6nce yaymlanmis makalelere atif yapilan calismalar 6nceliklidir. On deger-
lendirmesi yapilan bilimsel ¢aligmalar hakkinda eser sahibine bilgi verilir. Editdr degerlendirmesi
sonucu yayinlanabilir nitelikte olduguna karar verilen caligsmalar dergi sekreteryasi araciligiyla ilgili
en az iki, en fazla ii¢ adet hakeme gonderilir. Hakemler yaym degerlendirme teklifini kabul edip
etmediklerini 15 giin igerisinde bildirmek zorundadirlar. Bu siire i¢inde yanit vermedikleri takdirde
yayin kurulu tarafindan yeni bir hakem atanir. Hakemler kendilerine génderilen yayinlara yaptiklart
degerlendirmeleri ve degerlendirme sonucunda “yayimlanabilir, diizeltmelerden sonra yaymlanabilir,
yayinlanmasi uygun degildir” kararlarindan birini gerekgeleriyle birlikte Dosya Ekle/Gonder ikonu-
na tiklayarak dergi yaym kuruluna en fazla 1 ay icerisinde bildirmek zorundadirlar.

Hakem degerlendirmesinden olumlu sonug¢ alinamayan ¢aligmalar hususunda son karar editore ait
olup, eser hakkindaki son karar yazara bildirilir. Yaymlanmasina karar verilen eserler gelis tarihine
gore siralamaya tabi tutularak hangi sayida yayimlanacagi belirtilmek kaydiyla yayina kabul edilir.
Yayma kabul edilen eserlerin basim oncesi son hali, pdf formatinda yazara génderilerek onay alinir.

Dergimiz TUBITAK, DergiPark sistemi ve Google Akademik tarafindan taranmaktadir.

YAZIM KURALLARI

Amag ve kapsam

Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 6 ayda bir ve yilda 2 say1 olarak ya-
yimlanan, tiim ulusal veteriner hekimligi kurumlar1 ve kisilerine elektronik ortamda iicretsiz olarak
ulagsmay1 hedefleyen, bilimsel ve hakemli bir dergidir. Kisaltilmis adi “MAEU Vet. Fak. Derg.” dir.
Derginin yayim dili Tiirk¢e ve Ingilizce’dir. Derginin amaci; veteriner hekimlik ve hayvancilikla il-
gili olarak Temel Bilimler, Klinik Oncesi Bilimler, Klinik Bilimler, Zootekni ve Hayvan Besleme ile
Gida Hijyeni ve Teknolojisi Bilimlerini kapsayacak sekilde yapilan tiim ¢alismalar1 yayimlamaktir.
Bu dergide yer alan makaleler, bagimsiz hakemlik (“peer-review”) ilkeleri dogrultusunda bir yayin
kurulu tarafindan degerlendirilir. Yayin kurulu, yayim kurallarina uymayan makaleleri yayimlama-
mak, diizeltmek lizere yazarina geri gondermek ve bigim olarak yeniden diizenlemek yetkisine sahip-
tir. Gonderilen makaleler, en az 2 hakem tarafindan degerlendirildikten sonra Yayin kurulu karartyla
yayimlanir. Fiziki ortamda basilmig halinden Tiirkiye’deki Veteriner Fakiilteleri Dekanliklarina birer
adet gonderilir. Yayim iicreti bulunmamaktadir. Dergiye gonderilen makalelere telif hakki 6denmez
ve yazar makalenin tiim yayim haklarinin Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Der-
gisi’ne ait oldugunu kabul eder. Yayimlanan makalelerin bilimsel ve hukuksal sorumlulugu yazarlara
aittir.



Yazim Kurallari

Bilimsel sorumluluk

Makalelerin tiim bilimsel sorumlulugu yazarlara aittir. Gonderilen makalede belirtilen yazarlarin
calismaya belirli bir oranda katkisinin olmasi gereklidir. Yazarlarin isim siralamasi ortak verilen bir
karar olmalidir. Sorumlu yazar, yazar siralamasini “Yazar Sorumluluk ve Yayim Hakki Devir For-
mu’nu” doldurarak tiim yazarlar adina kabul etmis sayilir. Yazarlarin tiimiiniin ismi makale bagligi-
nin altindaki béliimde yer almalidir.

Etik sorumluluk

Makalelerin etik kurallara uygunlugu yazarlarin sorumlulugundadir. Hayvanlar iizerinde yapilan
deneysel ¢alismalarda, ¢alisma protokoliiniin ¢aligmanin yapildig1 kurumdaki hayvan deneyleri etik
kurulu tarafindan onaylandig1 belirtilmelidir. Yazarlar etik kurul onayin1 makale ile birlikte gonder-
melidir. Eger makalede daha 6nce yayimlanmis alint1 yazi, tablo, resim vs. var ise yazarlar; yayim
hakki sahibi ve yazarlarindan yazili izin alarak bu durumu makalede belirtmek zorundadir. Makale-
nin degerlendirilmesi asamasinda yayin kurulunun gerek gérmesi halinde, makale ile ilgili aragtirma
verilerinin ve/veya etik kurul onay1 belgesinin sunulmasi yazarlardan talep edilebilir.

Makale tiirleri

Dergide yukarida bildirilen amaglara uygun olarak 6zgiin arastirma makalesi, olgu sunumu, der-
leme, kisa bildiri ve editdre mektup tiirlinde makaleler yayimlanir.

Ozgiin arastirma makaleleri: Yeterli bilimsel inceleme, gozlem ve deneylere dayanarak bir
sonuca ulasan 6zgiin ¢aligmalardir.

Olgu sunumlari: Uygulama, klinik veya laboratuvar alanlarinda ender olarak rastlanilan olgula-
rin sunuldugu makalelerdir.

Derlemeler: Giincel ve dnemli bir konuda, yazarin kendi goriis ve aragtirmalarindan elde ettigi
bulgularin da degerlendirildigi 6zgiin yazilardir.

Kisa bildiri: Konu ile ilgili yeni bilgi ve bulgularin bildirildigi fakat orjinal aragtirma olarak su-
nulamayacak kadar kisa olan yazilardir.

Editore mektup: Bilimsel veya pratik yarar1 olan bir konunun veya ilging bir olgunun resimli ve
kisa sunumudur.

Metin kismu, figiir, ¢izelge ve tablolar dahil olmak {izere 6zgiin arastirma makalesi ve derleme
15, olgu sunumu 8, kisa bildiri 6 ve editdre mektup 2 sayfay1 gegcmeyecek sekilde hazirlanmalidir.

Makalelerin hazirlanma kurallari

Yayimlanmak {izere gonderilen makalelerin daha dnce basili-elektronik formatta yayimlanma-
mis olmasi, yayimlanma amaciyla goénderildigi sirada bir baska dergide veya elektronik ortamda
yayimlanmaya yonelik degerlendirme asamasinda bulunmamasi ve tarafimizdan kabul edildiginde
benzer bir formda herhangi bir dilde yayimlanmamis olmasi1 gerekmektedir. Kongre, sempozyum
veya elektronik ortamda sunulmus bildiriler veya 6n ¢aligmalar, bu durumun belirtilmesi kosuluyla
yayimlanabilir. Yayim i¢in gdnderilmis makalelerini, gecikme ya da herhangi bir nedenle dergiden
¢ekmek isteyen yazarlarin, durumu bildiren bir yazi ile bagvurmalar gerekmektedir.

Tim makaleler, ‘Microsoft Word’ yazilim programi ile ‘Times New Roman’ yaz1 karakteri kul-
lanilarak, 12 punto, 1.5 satir aralig1, sayfa kenarlarinda 2.5 cm bosluklu, A4 kagit boyutunda (210
x 297 mm), tek siitun halinde ve iki yana yaslanmis olarak yazilmalidir. Her sayfaya satir numarasi
eklenmelidir. Sayfa numarasi, ilk sayfaya numara verilmeden, ikinci sayfadan sayfa numarasi 2’den
baslayarak her sayfaya iist ortada hizada olacak sekilde verilmelidir.
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Makaleyi olusturan boliimler:

a. Bashk sayfasi: Gonderilen makalenin kategorisini, bashigim (Tiirk¢e-Ingilizce ve biiyiik harf-
le), yazarlarin adlarini (sadece bas harfleri biiyiik yazilir), ¢alistiklart kurumlari (rakamla dipnot ola-
rak belirtilmeli), yazismalarin yapilacagi sorumlu yazarin adi, acik adresi, telefon ve faks numaralari
ile e-posta adresini icermelidir. Sorumlu yazar yildiz (*) ile belirtilir. Makale daha 6nce bilimsel bir
toplantida sunulmus ise toplantinin adi, tarihi ve yeri belirtilerek yazilmalidir.

b. Ozet ve anahtar sézciikler: Tiirkge dzgiin arastirma makalesi, derleme ve olgu sunumlari Ingi-
lizce 6zet; Ingilizce 6zgiin arastirma makalesi, derleme ve olgu sunumlari da Tiirkce 6zet igermelidir.
Ozet, 250 kelimeyi asmamali ve tek paragraf halinde yazilmalidir. Kisa bildirilerde 6zet 100 keli-
meyi asmamalidir. Tiirke ve Ingilizce dzetler; amag, gereg ve yontem(ler), bulgular ve sonug(lar)
hakkinda kisa bilgiler icermelidir. Ozette kisaltma kullanilmamalidir. Ozetlerin altina en fazla 7 ke-
limelik “anahtar kelimeler” (ingilizce 6zet igin “keywords”) eklenmelidir.

c. Metin: Ozgiin arastirma makaleleri ve kisa bildiriler giris, gere¢ ve yontem, tartisma ile sonug-
lar1 icerecek sekilde dort ana baslik altinda diizenlenmelidir. Giris kisminda makalenin konusu ile
dogrudan ilgili bilgiler yazilmali ve arastirmanin amaci belirtilmelidir. Gere¢ ve yontem miimkiin
oldugunca detayli yazilmalidir ve birden ¢ok yontem kullanilmissa alt boliimlere ayrilmalidir. An-
cak klasiklesmis ve sik kullanilan yontemlerin detayli agiklanmasina gerek yoktur. Eger bir marka
belirtiliyorsa iiretici firmanin ad1 ve adresi (sehir, iilke) verilmelidir. Bulgular; metin, tablo, grafik ve
figiir olarak sunulabilir. Tartisma yeterli ve dogrudan ilgili kaynaklarla yazilmalidir. Sonug kisminda
arastirmanin sonuglari ile temel 6nerileri bulgular tekrar edilmeden verilmelidir. Kisaltmalar; metin-
de, tablo, figiir ve grafiklerde ilk gectigi yerde aciklanmalidir. Derlemelerde; girig, metin ve sonug
basliklar1 bulunmalidir. Olgu sunumlarinda; giris, olgu/olgular ve tartisma boliimleri yer almalidir.
Makalenin sonunda kaynaklardan Once varsa aragtirmaya veya makalenin hazirlanmasina katkida
bulunanlara “tesekkiir metni” eklenebilir. Tesekkiir metni; kisisel, teknik ve materyal yardimi i¢in
kullanilacak ifadeleri icermelidir. Eger finansal destek, bagis ve diger biitiin editoryel (istatistiksel
analiz, Ingilizce/Tiirk¢e degerlendirme) ve/veya teknik yardim varsa, metnin sonunda sunulmalidir.

d. Kaynaklar: Kaynaklar “International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE)” tarafin-
dan gelistirilen “Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals” kuralla-
rina gore diizenlenmelidir. Bu ¢ercevede siklikla kullanilan kaynaklar i¢in agagida drnekler verilmis-
tir. Burada belirtilmeyen diger kaynak bigimleri i¢in ilgili web sitesi “http://www.nlm.nih.gov/bsd/
uniform_requirements.html” rehber olarak kullanilmalidir. Her kaynak metinde kullanim sirasina
gore ayr1 ayr1 numaralandirilmali ve numaralar metinde climlenin sonunda, parantez i¢inde belirtil-
melidir. Kaynaklarin dogrulugundan yazar(lar) sorumludur. Dergi isimleri Index Medicus’a uygun
olarak kisaltilmis bigimde verilir. Dergi isimlerinin kisaltmalari igin Index Medicus’da dizinlenen
dergiler listesine veya “http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals” adresine bakiniz. Index’e
girmeyen dergi isimlerinde kisaltma yapilmaz. Sadece yayimlanmig veya yayimlanmak iizere (bas-
kida) olan makaleler kaynaklarda gdsterilebilir. Makale kaynaklar1 verilirken eger varsa kaynaklara
ait DOI ve PMID numaralarinin da kaynagin sonuna eklenmesi gerekmektedir. Dergiye gonderilen
makalelerin, arastirma makalesi 35 kaynak; derleme 45; kisa bildiriler 15 kaynak ve olgu sunumlari
icin 10 kaynag1 gegmemesine dzen gosterilmelidir.

Ornek kaynak vazihmlari:
Dergiler: Hokugo A, Christensen R, Chung EM, Sung EC, Felsenfeld AL, Sayre JW, Garett N,

Adams JS, Nishimura I. Increased prevalence of bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw
with vitamin D deficiency in rats. J] Bone Miner Res. 2010; 25: 1337-49. DOI: 10.1002/jbmr.23.

Kitaplar: Percy DH, Barthold SW. Pathology of laboratory rodents and rabbits. 3rd ed. p.14-15.
Iowa: Blackwell Publishing; 2007.
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Kitap boliimleri: Goldschmidt MH, Hendrick MJ. Tumors of the skin and soft tissues. In: Meu-
ten DJ, editor(s). Tumors in Domestic Animals. 4th ed. p. 81-83. lowa: lowa State Press; 2002.

e. Sekil, resim, tablo ve grafikler: Sekil, resim, tablo ve grafiklerin metin iginde gegtigi yerler
ilgili ciimlenin sonunda numaralandirilarak belirtilmelidir. Sekil, resim, tablo ve grafiklerin agik-
lamalar1 makale sonuna her biri ayr1 sayfada olacak sekilde eklenmelidir. Tablo baslig1 tablonun
iistiinde, tablo aciklamalar1 ve kisaltmalar ise altta yer almalidir. Tablolar metin i¢indeki bilgileri
tekrarlamaktan ziyade kendini agiklayici nitelikte olmalidir. Sekil ve resimler metin iginde kulla-
nim siralarina gére numaralandirilmali ve metinde parantez i¢inde gosterilmelidir. Resimler, JPEG
olarak kaydedilmeli ve ayr1 dosya olarak gonderilmeli, metin dosyasina eklenmemelidir. Elektronik
fotograflar, radyograflar ve taranmis goriintiilerin en az 300 dpi ve 1200x960 piksel ¢oziiniirliikte
olmalidir. Biitiin resim ve sekiller i¢in alt yazi yazilmalidir. Alt yazilar kisa ve 6z bir sekilde yazil-
mali, kullanilan boya/ydntem ve orijinal biiyiitme belirtilmelidir. Sekillerde kullanilan semboller ve
kisaltmalar tanimlanmalidir. Grafikler metin i¢inde kullanim siralarina goére numaralandirilmali ve
metinde parantez i¢cinde gosterilmelidir. A¢iklama ve alt yazi karakterleri resim ve sekillerdeki yazi
karakterleri ile ayn1 olmalidir.

Makale siireci

Makale bagvurusu yalnizca online olarak “http://dergipark.gov.tr/journal/779/dash-board” adre-
si lizerinden kabul edilmektedir. Sorumlu yazar, makale ile birlikte gonderecegi tiim dosyalar1 ve
“Yazar Sorumluluk ve Yayim Hakki Devir Formu’nu” yukaridaki internet adresinde bulunan yeni
makale gonder ikonunu tiklayarak sisteme ekleyebilir. Istenilen diizeltmeler 1 ay icinde tamamlanip
gonderilmedigi takdirde makale otomatik olarak iptal edilecektir.

Dergimize makale bagvurusunda bulunmayi diislinliyorsaniz; ana sayfadaki Hakkimizda butonu-
na tiklayarak Dergi Yayin Politikasi ve Yazim Kurallari’ni incelemenizi Oneririz. Yazarlar dergiye
gonderi yapmadan dnce kayit olmalidir. Kaydolduktan sonra, ana sayfadaki Mehmet Akif Ersoy Uni-
versitesi Veteriner Fakiiltesi Dergi ikonuna tiklayarak; yazim kurallarina gore diizenlenmis bilimsel
calismay1 dergi panelindeki Makale Gonder kismindan 3 basamakli (baslarken, makale, 6nizleme&-
gonder) gonderi islemini yapabilir. Gonderilen makalede 6n degerlendirme asamasi sirasinda yazar
kiinyeleri, caligmanin yapildig1 kurum, etik kurul ya da 6zel izin adres bilgileri gibi tanitici bilgiler
icermemelidir. On degerlendirmeden (bilimsel nitelik, 6n dil ve yazim kurallar1 kontrolii) gecen bi-
limsel caligmalarin hakem atamasi yapilir. Sorumlu yazar makalenin hangi asamada oldugunu sistem
panelindeki Siirecteki Makaleler kismindan takip edebilir.

Atanan hakemlere, kor hakemlik kurallari ¢ergevesinde ¢aligmanin tam metni, sekil, tablo, grafik
ve resimleri sistem lizerinden yiiklenerek e-posta araciligiyla makale degerlendirme talebi gonderilir.
Hakemler e-posta araciligiyla gonderilen linke tiklayarak talebi kabul ya da reddederler. Talebi ka-
bul eden hakemler degerlendirmeleri siiregteki makaleler kismindan ilgili makale linkine tiklayarak
agilan mesaj kutusunun sag tarafindaki turuncu renkli Dosya Ekle/Gonder ikonuna tiklayarak yayin-
lara yaptiklar1 degerlendirmeleri ve degerlendirme sonucunda “yayinlanabilir, diizeltmelerden sonra
yayinlanabilir, yaymlanmasi uygun degildir” kararlarindan birini gerekg¢eleriyle birlikte en fazla 1
ay icerisinde yliklemek zorundadirlar. Ayrica makale hakkinda merak ettikleri veya anlayamadiklar
konular1 mesaj olarak iletebilirler.

Derginin gizlilik bildiriminde belirtildigi gibi, yazarlarin kimlik bilgileri ve e-posta adresleri hi¢
bir sekilde bagka amaglar i¢in kullanilmayacaktir. Yazarlar bu dergide yayimlanan ¢alismalarini, yaym
oncesinde ve sonrasinda, kisisel web sitelerinde veya kurumsal arsivlerde, bu dergiye kiitiiphanecilik
kurallarina uygun sekilde referans vererek yayinlayabilirler. Makaleler PDF formatinda ilgili sayida
DOI numarast ile birlikte yayinlanir. Bu dergi; bilimsel arastirmalari halka ticretsiz sunmanin bilgi-
nin kiiresel paylasimini artiracagi ilkesini benimseyerek, igerigine aninda agik erisim saglamaktadir.



