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Kizilirmak Deltasr’nda ilkbahar ve Sonbaharda Yakalanan Karatavuklarda (Turdus merula)
Biyometrik Olgiimlerin Degerlendirilmesi

Arzu GURSOY ERGEN'2
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2Ankara Universitesi, Fen Fakaiiltesi Biyoloji Boliimii, Ankara-TURKIYE

Ozet: Bu calismada Tirkiye’de biyometrisi daha énce detayli galisiimamis Turdus merula'nin biyometrisinin cinsiyete
ve mevsime bagl olarak farklihk gosterip gostermedigi arastiriimis ve taksonomik durumu agikliga kavusturulmaya
calisiimistir.Kizilirmak Deltasi’'nda 2002-2009 yillari arasinda ilkbahar ve sonbahar gé¢ doneminde yakalanan T. meru-
la 6rneklerinin kanat ve kuyruk uzunlugu ile agirliklar élgtilmustir. Sekiz yillik ¢galisma siresince ilkbaharda 423, son-
baharda 421 T. merula yakalanip halkalanmis ve biyometrik dlglimleri alinmisgtir.Tlrkiye’de T. merula’nin iki alttiri
tespit edilmistir Bunlar Turdus merula aterrimus ve Turdus merula syriacus’tur. Bu alttirler, kanat uzunlugu ile birbirle-
rinden ayriimaktadirlar. Kiziirmak Deltasi’'nda yakalanan T. merula’nin kanat uzunlugu ve kuyruk uzunlugu ortalamasi
Turdus merula aterrimus’un Kuzey Bati Anadolu &rnekleri ile ortlisirken Kuzey Dogu Anadolu drneklerinden daha
uzundur. Mevsimi dikkate almaksizin degerlendirdigimizde de hem digilerin hem de erkeklerin kanat uzunluklari ortala-
masi T. m. aterrimus alttirinin uzunluklari ile 6rtismektedir. Kizilirmak Deltasi’'nda yakalanan 6rneklerin kanat ve
kuyruk uzunlugu ortalamasi ile agirhk ortalamasi T. m. aterrimus alttiru ile értigsmektedir.Kizilirmak Deltasi’nda yapilan
bu galisma, bu takson lzerinde yapilmis 6rnek sayisi bakimindan Tirkiye’'deki en detayl biyometrik ¢alisma olup T.
merula alttirlerinin morfometrik agidan taksonomik durumlarina agiklik getiriimeye galisiimistir.

Anahtar kelimeler: Biyometri, Kizilirmak Deltasl, kus halkalama, Turdus merula

Evaluation of Biometric Measurements in the Blackbirds (Turdus merula) Caught in Spring and Autumn at the
Kiziirmak Delta

Summary: Through this study, it was investigated whether the biometry of Turdus merula, the biometry of which was
not studied in a detailed manner in Turkey, shows differences depending on sex and seasons. The wing, tail length and
weight of T. merula caught in Kizilirmak Delta during spring and autumn ringing periods between 2002 and 2009 were
measured. During the eight year ringing season, 423 T. merula in spring and 421 in autumn were caught and ringed
and biometric measurements were taken. Both wing length and tail length average of the T. m. aterrimus overlap with
the samples of the North West Anatolia whereas it is longer than the samples of the North East Anatolia. Regardless of
the season, the mean wing length of both the females and the males overlap with the lengths of the T. m. aterrimus.
The mean of the wing, tail length and weight of the samples caught in Kizilirmak Delta overlap with T. m. aterrimus
subspecies.This study aimed to identify the taxonomy among T. merula subspecies was first and the most detailed
study on biometrics in terms of sample size in Kizilirmak Delta in Turkey.

Key words: Biometrics, bird ringing, Kiziirmak Delta, T. merula

Giris

Tar ici morfolojik degiskenlik arahdi, farkli popu-
lasyonlarin tanimlanmasi igin kullanilan temel
parametrelerden birisidir. Morfolojik parametre-
lerin istatistiksel analizi yapilarak bir ttrin popu-
lasyonlari arasindaki farkhlagsmayi tanimlamak
mumkundur (5,31). Kuslardan alinan biyometrik
Olgimler, cesitli cografi bolgelerdeki populas-
yonlar arasinda var olan temel farkhliklarin belir-
lenmesinde, 6zellikle de taksonomik, fizyolojik,

Gelig Tarihi/Submission Date :18.04.2017
Kabul Tarihi/Accepted Date  :07.11.2017

Bu calisma “Karadeniz kiyisinda passerin (Passeriformes) géginiin
dinamikleri, OMU-BAP, Proje No:F-362" ve “Cernek Halkalama
istasyonunda Sylvidae (Aves: Passeriformes) familyasinin gég dina-
mikleri ve oriyantasyonlari, OMU-BAP, Proje No: F-478 ” projeleri ile
desteklenmistir.

ekolojik ve evrimsel calismalarda énemli bir yer
tutmaktadir (12,20).

Palearktik’te yaygin olan Turdus merula politipik
Ozellikte bir tir olarak kabul edilmektedir (8,10).
Palearktik bolgede T. m. merula (nominant alt-
tur), T. m. azorensis, T. m. cabrerae, T. m. mau-
ritanicus, T. m. aterrimus, T. m. syriacus ve T.
m. intermedius olmak Uzere yedi alttliri bulunur
ve alttirler birbirinden kanat uzunlugu ve tlyle-
rin (giysi) renk farkina goére ayrilir (8,10,19,28).
Bu alttirlerden T. m. aterrimus Turkiye'nin ku-
zey, bati ve glneyinde yayilis gdsterirken gu-
neydeki kiyisal alanlarda T. m. syriacus bulunur
(10,19,23). Bu altturler arasindaki ayrimlar biyo-
metrik 6lgiimlere ve vicut rengindeki farkliliklara
dayanmaktadir (10). T. merula’nin ekolojisi ve

202



Kizilirmak deltasi karatavuklarinda...

biyometrisi pek ¢ok Avrupa Ulkesinde ¢alisiimis-
tir (9,16) ancak ¢ok yaygin bir tir olmasina rag-
men Tirkiye’de biyometrik élgimleri ile ilgili bu-
gine kadar detayh bir ¢alisma yapilmamistir.
Turkiye’de bulunan bu iki alttir hakkinda biyo-
metrik bilgi oldukga azdir ve az sayida 6érnege
dayanmaktadir.

Tar ya da altturlerin cografi dagilimlarinin bilin-
mesi, evrim, ekoloji ve taksonomi gibi biyolojinin
farkli alanlarinda yapilan calismalarda oldukga
Oonem arz etmektedir (21). Bu nedenlerle Turki-
ye’de biyometrisi daha 6nce ayrintili ¢alisiima-
mis T.merula érnekleri Gzerinde kanat ve kuyruk
uzunluklar ile agirhdinin cinsiyet ve mevsime
bagli farkliliklarini belirleyerek turiin taksonomi-
sine aciklik getirmek amaciyla bu c¢alisma ele
alinmistir.

Gereg ve Yontem

Ondokuz Mayis Universitesi Ornitoloji Arastirma
Merkezi'nin Cernek Halkalama istasyonu’'nda
yurattigu halkalama calismalari, her sene yak-
lagik olarak ayni tarihlerde gerceklesmektedir.
Halkalama calismalari ilkbahar déneminde 15
Mart-31 Mayis, Sonbahar déneminde ise 15
Agustos-31 Ekim tarihleri arasinda devam et-
mektedir. Bu ¢alismada kullanilan veriler, Sam-
sun il sinirlari igerisinde bulunan Kizilirmak Del-
tas’'nda Cernek Goli (K 41,643188; D
36,084030) kiyisindaki Cernek Halkalama istas-
yonu'nda 2002-2009 yillari arasinda elde edil-
mistir.

Calisma alani

Kizihrmak Deltasi, 56 000 hektarlik bir alana
sahip olup, bu alanin 12 000 hektar sulak alan-
dir. Deniz, irmak, gol, sazlik, bataklk, cayir,
mera, orman, kumul ve tarim alanlari gibi farkh
yasam alanlarini bir arada bulundurmasi ve uy-
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gun iklim sartlarina sahip olmasi sebebiyle
onemli dlgude biyolojik cesitlilige sahiptir
(3,13,30).

Yéntem

Bu calismada, sis agi aglari kullanildi. G6z agik-
lIg1 16x16 mm veya 25x25 mm olup, dort raftan
olusur. 7 m ve 12 m olmak Uzere iki farkh ag
uzunlugu kullanildi. Adlar, kuslarin ana hareket
yonine dik ve denize paralel yerlestirildi. Goze
g¢arpan c¢allarin énlne, arkasina, iki ¢al arasi-
na, agag¢ ya da cali patikalari boyuna ve bdgurt-
lenlerin oldugu yerlere tek basina veya birbirine
bagh ag sirasi seklinde kuruldu. Aglar, Gliney
Dogu Avrupa Kus Go¢ Agi (SEEN) metodoloijisi-
ne gére gun dogumundan gin batimina kadar
tim gun agik birakildi ve periyodik olarak her
saat bagi kontrol edildi (6).

Kuslar, aglardan kontroll bir sekilde kavranarak
cikartilip, yakalanan kuslar, yumusak, hava ala-
bilen, uygun boyutlarda bez torbalara birer tane
olmak uUzere koyuldu. Gines 1sigindan uzakta,
sessiz bir ortamda bekletilen kuslar en geg¢ bir
saat icerisinde halkalandi ve dlgimleri yapildi.
Kuslarin ayaklarina, Ulusal Halkalama Programi
tarafindan temin edilen aliminyum halkalar ta-
kildi. 4.2 mm capinda DA halkalari kullanildi.
Her halka Uzerinde ayri bir kod numarasi ve
standart bir adres yer alir. Halka takildiktan son-
ra sirasiyla yag skoru, yasli, cinsiyeti ve kanat
formalu belirlendi, kanat uzunlugu, kuyruk uzun-
lugu ve agirhgi délgulda. Agirlik 0.1 g hassasiyetli
terazi ile olglldi. Olgumler ve degerlendirme
Busse (6)’'ye gore yapildi. Alinan tim bu dlguler
Ozel kayit defterlerine islendi. Bireylerin tur tes-
hisleri Svensson (29)'a gore yapildi.

Tablo 1. ilkbahar ve sonbahar gé¢ déneminde, 2002-2009 yillari arasinda halkalanan disi () ve erkek (3) Turdus merula

sayisi
likbahar Sonbahar

Q 3 Toplam Q 38 Toplam
2002 19 7 26 46 28 74
2003 37 14 51 67 43 110
2004 65 23 88 17 15 32
2005 72 26 98 26 23 49
2006 20 7 27 11 10 21
2007 43 15 58 4 11 15
2008 23 10 33 34 27 61
2009 31 11 42 31 28 59
Toplam 310 113 423 236 185 421
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Veri analizi

istatistiksel analizler ve karsilastirmalar SPSS
22 paket programi ile %99 guven dizeyinde
(a=0.01) yapildi. T. merula’nin kuyruk ve kanat
uzunluklari ile agirhidinin; mevsim, yas ve cinsi-
yet degiskenlerine goére farkli olup olmadiklar
bagimsiz t-testi ile analiz edildi (14).

Bulgular

2002-2009 yillan arasinda, sekiz yillik halkala-
ma sezonu boyunca ilkbaharda 423, sonbahar-
da 421 T. merula 6rnegdi yakalanip halkalandi ve
biyometrik 6lgiimleri alindi (Tablo 1).

Cinsiyet, yas ve mevsime bagl kalmaksizin T.
merula’nin kanat uzunlugu ortalamasi ile stan-
dart hatasi 126.84+0.12 mm (n=809), kuyruk
uzunlugu ortalamasi ile standart hatasi

Tablo 2. Turdus merula’nin 2002-2009 yillarina ait élgtimleri

Arzu GURSOY ERGEN

105.4410.17 mm (n=794) ve agirlik ortalamasi
ile standart hatasi 82.05+0.22 g (n=828) olarak
bulunmustur (Tablo 2).

ilkbaharda T. merula’da en kisa kanat uzunlugu
116 mm, en uzun kanat uzunlugu 136 mm, son-
baharda en kisa kanat uzunlugu 118 mm, en
uzun kanat uzunlugu 137 mm’dir (Tablo 2,3).
ilkbaharda disilerin (n=289) kanat uzunluklari
ortalamasi ve standart hatasi 125.56+0.45 mm,
erkeklerin (n=98) kanat uzunluklari ortalamasi
ve standart hatasi ise 129.29+0.39 mm’dir. Son-
baharda disilerin (n=230) kanat uzunluklari orta-
lamasi ve standart hatasi 125.38+0.27 mm. er-
keklerin (n=180) kanat uzunluklari ortalamasi ve
standart hatasi ise 129.38+0.27 mm’dir (Tablo
3).

N Minimum Maksimum (x£S.h.)
Kanat uzunlugu (mm) 809 116 137 126.84+0.12
Kuyruk uzunlugu (mm) 794 92 120 105.44+0.17
Agirlik (g) 828 61.7 105 82.05+0.22
Tablo 3. Turdus merula’nin 2002-2009 yillarina ait cinsiyet ve mevsime gore dlglimleri
: ? : d
likbahar Sonbahar likbahar Sonbahar
(x£S.h.) (x%S.h.) (x+S.h.) (x%S.h.)
Kanat uzunlugu (mm) 125.56+0.45 125.38+0.27 129.29+0.39 129.38+0.27
Kuyruk uzunlugu (mm) 104.72+0.47 104.11+0.30 107.71+£0.70 106.63+0.35
Agirlik (g) 82.19+0.49 80.38+0.33 83.42+0.43 83.25+0.37

Tablo 4. Turdus merula’nin 2002-2009 yillarina ait mevsime, yasa ve cinsiyete goére 6lgiimlerinin ortalamasi (g) (xSh). T-testi

istatistikleri ve p degeri.

Kanat uzunlugu Kuyruk o

(mm) uzunlugu (mm) Agirlik (g)

t=8.566 t=2.38 t=3.932

Cinsiyet p=0.000* p=0.009* p=0.000*
Disi ( X£S.h) 126.04+0.27 104.33+0.30 80.90+0.33
Erkek ( XtS.h) 129.64+0.32 105.69+0.49 82.93+0.40

t=3.023 t=3.380 t=1.707

p=0.001* p=0.000* p=0.261
Yag Ergin (x£S.h) 127.87+0.31 105.45+0.47 81.92+0.52
Geng ( xtS.h) 126.65+0.26 103.47+0.34 80.89+0.31

t=3.350 t=0.057 t=0.873

p=0.009* p=0.326 p=0.070
Mevsim Sonbahar ( xtS.h) 127.03+0.21 105.01+0.29 81.51+0.32
ilkbahar (X+S.h) 127.18+0.38 103.31+0.48 81.05+0.41
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ilkbaharda T. merula’da en kisa kuyruk uzunlu-
gu 93 mm, en uzun kuyruk uzunlugu 120 mm,
sonbaharda en kisa kuyruk uzunlugu 92 mm, en
uzun kuyruk uzunlugu 119 mm’dir (Tablo 2).
ilkbaharda disilerin (n=284) kuyruk uzunluklar
ortalamasi ve standart hatasi 104.72+0.47 mm,
erkeklerin (n=98) kuyruk uzunluklari ortalamasi
ve standart hatasi ise 107.71£0.70 mm’dir. Son-
baharda disilerin (n=225) kuyruk uzunluklari
ortalamasi ve standart hatasi 104.11+£0.30 mm,
erkeklerin (n=178) kuyruk uzunluklari ortalamasi
ve standart hatasi ise 106.63+£0.35 mm’dir
(Tablo 3).

ilkbaharda en hafif T. merula 62.4 g, en agir
105 g, sonbaharda 61.7 g ile 100.7 g’'dir (Tablo
2,3). ilkbaharda disilerin (n=292) agirliklarinin
ortalamasi ve standart hatasi 82.19+0.49 g, er-
keklerin (n=99) agirliklarinin ortalamasi ve stan-
dart hatasi ise 83.42+0.43 g'dir. Sonbaharda
digilerin (n=234) agirhklarinin ortalamasi ve
standart hatasi 80.38+0.33 g, erkeklerin (n=182)
agirliklarinin ortalamasi ve standart hatasi ise
83.25+0.37 g'dir (Tablo 3).

Karsilagtirmal istatistikler

Calismada mevsim, yas ve cinsiyete ait ikiser
grup bulunmaktadir. Bu gruplara ait normallik
testi yapilmig ve gruplarin hepsinin normal da-
gildigr bulunmustur. ikili kargilastirmalar bagim-
siz t-testi ile yapilmigtir. Kanat ve kuyruk uzun-
lugu ile agirhdin mevsime, yasa ve cinsiyete
gore farklilik gésterip géstermedigine bakilmig-
tir. Buna gore; T. merula’da kanat uzunlugu ba-
kimindan mevsimlere gére anlaml bir fark var-
ken (p=0.009), kuyruk uzunlugu (p=0.326) ve
agirlik (p=0.07) bakimindan anlamh bir fark yok-
tur (Tablo 4). Yas gruplarina bakildiginda ise T.
merula’da kanat (p=0.001) ve kuyruk (p=0.000)
uzunlugu bakimindan anlamli bir fark bulunmus,
agirhik bakimindan (p=0.261) anlamh bir fark
bulunamamistir (Tablo 4). Son olarak degisken-
lerin cinsiyete gore farklilik gdsterip géstermedi-
gine bakilmis ve U¢ dedisken bakimindan cinsi-
yete goére farkhlik bulunmustur (p=0.000) (Tablo
4).

Tartigsma ve Sonug¢

Kiziirmak Deltasi’'ndan elde ettigimiz verilere
goére ilkbahar ve sonbaharda disilerin kanat
uzunluklari ortalamasi, Kuzey Bati Anadolu or-
nekleriyle hemen hemen ayni olmasina ragmen
Kuzey Dogu Anadolu ve Toros o6rneklerinden
daha uzun bulunmustur (23). Yine disilerin ilk-
bahar ve sonbahardaki kanat uzunlugu ortala-
masli, Romanya, Bulgaristan, Yunanistan ve
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Transkafkasya oérneklerinden hem de iran’in
kuzeyindeki 6rneklerden de daha uzun bulun-
mustur (23,27). Erkeklerin kanat uzunlugu orta-
lamasi hem Kuzey Bati Anadolu hem Kuzey
Dodu Anadolu hem de Romanya oOrnekleriyle
hemen hemen ayniyken iran’in kuzeyi, Toroslar
ve Gulney Dogu Avrupa (eski Yugoslavya'nin
glneyi) 6rneklerinden daha uzundur (8,23). Ki-
zihrmak Deltasi’'ndan elde ettigimiz veriler T. m.
aterrimus alttirinin kanat uzunlugu ortalamasi
ile értigsmektedir (8,23). Mevsimi ve yasi dikkate
almaksizin degerlendirdigimizde de hem disile-
rin hem de erkeklerin kanat uzunluklar ortala-
masi T. m. aterrimus alttirindn uzunluklari ile
Ortigmektedir (8,23). Kizihirmak Deltasi 6rnekle-
ri, T. m. syriacus’'un kanat uzunlugundan belir-
gin sekilde uzun bulunmustur (8,10,23).
Kiziirmak Deltas’'nda elde edilen verilere goére
kuyruk uzunluklarinin alt ve st sinirlari 7. m.
aterrimus’un élgimleri ile uyum géstermektedir
(10). Kizihrmak Deltasi 6rneklerinin  kuyruk
uzunluklari arasinda mevsime bagl olarak fark
yokken, yas ve cinsiyete gore fark bulunmustur.
Erkek T.merula érnekleri digilerden, erginler de
genclerden daha uzun kuyruga sahiptir.
Agirliklarina baktigimizda ise goére Subat ve
Temmuz aylari arasinda yakalanan disi (n=5) ve
erkek (n=9) T. m. aterrimus 6rneklerinin ortala-
ma agirhdi Kizilirmak Deltas’’nda ilkbahar sezo-
nunda Mart ve Nisan aylarinda yakalanan disi
(n=310) ve erkek (n=113) drneklerin ortalama
agirhgindan daha fazladir (8). Bu farkhlik, Kizi-
lirmak Deltas’'nda yakalanan o6rnek sayisinin
fazlahgr ve calismada elde edilen bulgularin
daha glvenilir oldugu ile ifade edilebilir. En hafif
ve en agir 6rnek arasindaki varyasyon oldukga
fazladir. Halbuki Clement (8)’in belirttigi 6rnekle-
rin hem sayisi az hem de agirhd fazla olan 6r-
neklerdir. Kizihrmak Deltasi drneklerinin agirhk-
lari arasinda mevsime ve yasa bagh olarak fark
yokken, cinsiyete goére fark bulunmustur. Toy
(Otis tarda) disileri 3.5-5 kg kadar gelirken, er-
kekler 8-16 kg agirigindadir (15). Yine Dégus-
kenkus (Calidris pugnax) erkekleri 168-242 g
olup disileri 85-126 g’dir (15). Erkeklerin disiler-
den daha iri ve agir olmasi erkek-erkek muca-
delesinde avantaj saglamaktadir (1,2,11,24,25)
Roselaar (23) ve Clement (8) tarafindan yapilan
calismalarda kullanilan érnek sayisi, Kizilirmak
Deltasi'ndan elde edilen 6rnek sayisindan belir-
gin sekilde azdir. Ancak Kizilirmak Deltasi or-
neklerinin kanat, kuyruk uzunlugu ortalamasi ve
agirlik ortalamasi T. m. aterrimus altturd ile or-



Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(3), 202-207, 2018

tismektedir.
Bu calisma sonucunda arastirma alanimiz olan
Kiziirmak Deltasi’nda dokuz yil boyunca ilkba-
har ve sonbahar gé¢ déneminde elde ettigimiz
bulgular, T. m. aterrimus alttlra ile értismekte-
dir. Bu sonuglar, arastiricilarin ileri strddgu Tur-
kiye'nin kuzey bolgelerinde T. m. aterrimus alt-
tarinin yayilis gésterdigi tezini desteklemekte-
dir.
Kanat uzunlugu bireyden bireye yas, cinsiyet ve
cografik orijine bagll olarak degiskenlik goster-
mektedir. Cramp (9) eseylerin agirlk ve buyuk-
Uk agisindan oldukg¢a benzer olup erkeklerin %
5 daha uzun kanada sahip oldugunu belirtmistir.
Soéguitbalbillu (Phylloscopus trochilus) erkekleri-
nin kanat uzunluklari disiye gére 2-4 mm daha
uzun oldugu ifade edilmektedir (29). Kizilirmak
Deltas’'nda yakalanan T. merula 6rneklerinde
de digiler erkeklere gore %2.5 daha kisa kanat
uzunlugu ortalamasina sahipken, disilerin agir-
liklarinin ortalamasi erkeklere gére daha azdir.
Eseyler arasindaki farki ekolojik ayrisma ve
eseysel secilim teorileri ile agiklamak mumkun-
dur (2,11,23-25). Ekolojik ayrisma teorisi esey-
ler arasindaki buyuklik farkini, farkh nis tercih-
lerinden dolay olabilecegini ileri stirerken esey-
sel secilim teorisi bir eseydeki vicut buyukligu-
nin es secimi rekabetinde avantaj sagladigini
ileri sirmektedir (2,11,17).
Diger kuslarda oldugu gibi biyometrik ¢alisma-
lar, T. merula’nin dagihmini ve biyolojisini daha
iyi anlamak ve koruma c¢alismalarini iyilestirmek
icin yararli olacaktir.
Hava kosullarindaki uzun doénemli farkhliklar
minor seleksiyon etkisi nedeniyle uzun dénem-
de kanat, kuyruk uzunlugu farkini etkileyebilir.
Bundan sonra yapilacak calismalarda iklimsel
degisikliklerin tir Gzerine etkisi detayh olarak
degerlendirilmelidir.
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Kitosan-Gilimiis Nanopartikiilii ve Kitosan-Giimiis-Grafen Oksit Nanokompozitinin Sentezi,
Karakterizasyonu ve Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi*
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Ozet: Mikrobiyal patojenlerde antibiyotik direngliligi diinyada ciddi bir saglk sorunu haline gelmistir. Son yillarda, anti-
mikrobiyal aktiviteye sahip yeni bilesikler gelistirmek icin daha etkili alternatif tedavi yaklagimlari arastirnimaktadir. Na-
nopartikiller (NP) sahip olduklari Ustiin 6zellikler nedeniyle, antibakteriyel etki, kanser terapisi, ila¢ ve gen tasiyici sis-
temler gibi birgok alanda uygulama bulmaktadir. Bu galismada, hidrotermal yontemle sentezlenen yeni nesil bir anti-
mikrobiyal ajan olarak kitosan-gimiis nanoparttkili (K-Ag-NP) ve kitosan-Giimus-Grafen Oksit (K-Ag-GO) nanokom-
poziti (NK) kullaniimistir. Bu maddeler UV-visible (UV-vis) absorpsiyon spektroskopisi ve taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile karakterize edilmistir. Ayni zamanda bu maddelerin Escherichia coli ATCC 35218, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Streptococcus mutans ATCC 68175, Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida albicans ATCC 90028 susla-
rina kars! antimikrobiyal aktiviteleri disk diflizyon teknigi kullanilarak arastiriimistir. Elde ettigimiz veriler bu maddelerin
antibakteriyel etkiye sahip oldugunu gostermisgtir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, grafen oksit nanokompoziti, giimis nanopartikull, kitosan

Synthesis and Characterization of Chitosan-Silver Nanoparticle and Chitosan-Silver-Graphene Oxide Nano-
composite with Their Determination of Antimicrobial Activies

Summary: Antibiotic resistance in microbial pathogens has become a serious health problem in the world. In recent
years, more effective alternative treatment approaches have been investigated to develop new compounds with antimi-
crobial activity. Nanoparticles (NPs) find applications in many areas such as antibacterial effects, cancer therapy, drugs
and gene delivery systems due their superior properties. In this study, chitosan-silver nanoparticles (K-Ag-NP) and
chitosan-silver-graphene oxide (K-Ag-GO) nanocomposites (NK) synthesized by hydrothermal method were used as a
new generation antimicrobial agent. These materials were characterized by UV-visible absorption spectroscopy and
scanning electron microscopy (SEM). Antimicrobial activities of those against Escherichia coli ATCC 35218, Staphylo-
coccus aureus ATCC 25923, Streptococcus. mutans ATCC 68175, Bacillus subtilis ATCC 6633 and Candida albicans
ATCC 90028 strains were also tested by using disk diffusion method. The data we have obtained show that these ma-
terials have antibacterial effect.

Key words: Antimicrobial activity, chitosan, graphene oxide nanocomposite, silver nanoparticle

Girig

Nanoteknoloji biyoloji, kimya ve fizik gibi temel
bilimlerin muhendislik ile butinlestirildigi, nano-
teknoloji ile uretilen nanoyapilarin geleneksel
yontemlerle Uretilenlere gore daha Ustin kabul
edilen 6zellikler sergiledigi, son yillarin en géz-
de bilim alanlarindan biri olarak kabul edilmek-
tedir. Nanopartiktller (NP); boyutlari 1-100 nm
arasinda degisen, dogal (proteinler, polisakkarit-
ler) ya da sentetik (Uretim sirasinda sentezle-
nenler, dnceden sentezlenenler) yapidaki poli-
merlerle de hazirlanabilen, hazirlama yontemine
gobre nanoklre veya nanokapsul olarak adlandi-
rilan ve etkin maddenin partikdl iginde ¢éztundu-
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*Bu galigma 3. Uluslararasi llag ve Eczacilik Kongresinde teblig
edilmis ve 6zeti yayimlanmistir.

raldigu, hapsedildigi ve/veya ylizeye adsorbe
edildigi yada baglandigi matriks sistemlerdir
(11,15,42). Son yillarda, nanoteknoloji tip ve
biyoteknoloji alaninda NP sistemlerle ilgili aras-
tirmalara ve uygulamalara iligkin c¢aligmalarin
sayisinda 6nemli derecede artis olmustur
(6,11,42). Tiptaki uygulamalar &zellikle; ilag,
gen ve antijenler igin tasiyici olarak kullaniima-
sl, in vitro/in vivo diagnostiklerin uygulanmasi,
diyet destekleyiciler, geligtiriimis biyouyumlu
materyallerin Uretimi gibi konulari kapsamakta-
dir (1,8,11,19-22,24,36). Dogal ya da sentetik
polimerlerin kullaniimasi ile elde edilen ilaglarin
yani sira, proteinler, peptitler ve genlerin de ilgili
dokuya hedeflendirilmeleri, ilaglarin, proteinlerin
ya da peptidlerin stabilitesinin artiriimalar igin
kullanilan nanopartikillerin sagladigi en 6énemli
avantajlardan birisi, NP’lerin kiiglk partikil bo-
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yutlarina sahip olmasidir. Béylece kugik kapi-
lerlerden gegerek hucrelere alinirlar ve hedef
bdlgede etkili etkin madde akimulasyonunu
saglarlar (14-17,35,47). Digeri ise, NP’lerin ha-
zirlanmasinda biyobozunur materyallerin kulla-
nilmasidir. Biyobozunur malzemeler glnler hat-
ta haftalar slren periyotlarda hedef dokuda
kontrollii etkin madde salimini saglamaktadirlar
(44). Kitosan; (i) biyobozunur, biyo-uyumlu, gu-
venli ve toksik olmayan, dogal bir polimerdir (ii)
memeli ve mikroorganizma hucrelerine baglana-
bilme, (iii) bag dokusu Uzerinde rejeneratif akti-
vite, (iii) kemik Ureten hilcre (osteoblast) olusu-
munu hizlandirici aktivite, (iv) kanamay! durdu-
rucu (hemostatik) aktivite, (v) antimikrobiyal akti-
vite, (vi) anti-kanserojen aktivite, (vii) anti-
kolesterol aktivite, (viii) kemik olusumunu hizlan-
dirici aktivite, (ix) merkezi sinir sistemini baskila-
yici aktivite ve (x) bagisiklik sistemini uyarici
aktivite seklinde siralanabilecek birgok biyolojik
Ozellige sahiptir (18). Kitosan ve turevlerinin
biyolojik énemli &zelliklerinden birisi sahip ol-
duklari antimikrobiyal aktivitedir. Kitosanin anti-
bakteriyel, antifungal ve antiviral aktiviteye sahip
oldugu birgok arastirmaci tarafindan bildirilmis-
tir. Ayrica alglere kargi da aktiftir (23,31,38).

Mikrobiyal direncin artmasi, halk saghginin yo6-
netimini, modern dinyada 6nemli bir konu hali-
ne getirmistir. Son yillarda birgok yeni antibiyotik
gelistiriimis olsa da, hi¢ biri ¢oklu ilag direncli
(MDR) enfeksiyonlarla micadele etmek icin ye-
terli degildir (29). Bu nedenle, direncli patojenler
icin alternatif ve daha etkili terapétik stratejiler
gelistiriimesi 6nemlidir. Son vyillarda materyal
bilimi ve biyolojiyi birlegtiren bir alan olan nano-
biyoteknoloji bilimindeki ilerlemeler, antimikrobi-
yal Ozellikteki NP’lerle calisildigini gostermistir.
NP’ler ve kitosan, birgok avantajlarindan dolayi
tip, biyomedikal, biyomUhendislik, farmasétik ve
kozmetik alanlarinda oldukga fazla ilgi gérmek-
tedir. Kronik hastaliklarin teshisinde terapdtik
maddelerin verilmesinde basarili bir sekilde kul-
lanilan NP’ler (50) cilt ve yanik yaralarinda bak-
teriyel enfeksiyonlarin tedavisi icin de bir sece-
nek olmustur. NP'i ve kitosani yeni nesil antimik-
robiyal ajanlar olarak gelistirmek, Gram negatif
ve Gram pozitif bakterilerde gorilen ilag direnci
sorununu gidermek igin cazip ve uygun maliyetli
bir arag olabilir. Bu ¢alismanin amaci kitosani
kullanarak gimus nanopartikili (Ag-NP) ve
gimuis-grafen  oksit-nanokompozit  (Ag-GO
NK)'lerinin sentezi ve karakterizasyonu i¢in basit
ve gevre dostu bir yaklasim gelistirerek, kitosan-
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guimus-nanopartikilid (K-Ag-NP)'U ve kitosan-
gumus-grafen oksit-nanokompozit (K-Ag-GO
NK)'lerinin  Escherichia coli ATCC 35218,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Strepto-
coccus. mutans ATCC 68175, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Candida albicans ATCC 90028
suslarina karsl antimikrobiyal aktivitelerini aras-
tirmaktir.

Gereg ve Yontem

Calismada Kullanilan Mikroorganizmalar

Bu calismada, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 35218, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Streptococcus mutans
ATCC 68175, Candida albicans ATCC 90028
suslari kullanilmistir. Bu suslar Erciyes Universi-
tesi Eczacilik Fakultesi Farmasétik Biyoteknoloji
kiltur koleksiyonundan temin edilmistir.
Kitosan-Giimiis Nanopartikiilii
NP)’niin Sentezi

Calismada, 4 mL 50 mM AgNO; (giimis nitrat
(AgNO3) %99'luk Sigma Aldrich) ve 30 mg/mL
10 mL kitosan (K) %1 lik asetik asit hazirlanmig-
tir. Bu iki ¢ozelti 30 dakika boyunca karistirila-
rak teflona aktarilmistir. Etivde 95°C’de 24 saat
boyunca bekletiimis ve elde edilen malzeme
daha sonra karakterize edilmistir.
Kitosan-Giimiis-Grafen oksit Nanokompoziti
(K-AgGO-NK)’nin Sentezi

Gumusg-grafen oksit nanokompoziti (Ag-GO NK)
Sriram ve ark. (45) tarafindan énerilen yénteme
gore sentezlenmistir. Grafen oksit (GO) tarafin-
dan gimis nanopartikllleri (Ag-NP)'nin yaka-
lanmasi ic¢in farkli konsantrasyonlarda iki asa-
mali olarak NaCl ¢ozeltisi eklenerek sentez isle-
mi gerceklestiriimistir. GO (final konsantrasyonu
0.1 mg/mL) karisirken Uzerine dnceden sentez-
lenmis olan Ag-NP c¢ozeltisi 2 mL eklenmis ve
karisma igslemi devam ederken NaCl ¢ozeltisi
(2.4 mL, 0.09 M) damla damla ilave edilmigtir.
Ag-NP'nin 6n toplanmasi gerceklestikten belirli
bir stre sonra (10s) NaCl ¢ozeltisi (5 mL, 0.29
M) damla damla ilave edilmistir. Karisim 30 dk
karismaya birakilarak daha sonra karisim 3000
rom'de 5 dk. santrifij edilmistir. Olusan Ag-NP/
GO igeren solusyon 5000 rpm’de 10 dk santifQj
edilerek ayrilmis ve kati Ag-GO pargaciklari 5
mL deiyonize su igerisinde dagitililarak, santrif(j
islemi tekrarlanmistir.

Antimikrobiyal Aktivitenin incelenmesi
Kitosan-gimis nanopartikili (K-Ag-NP) ve kito-
san-gumis-grafen oksit nanokompozitinin (K-Ag
-GO NK) test suglar Uzerinde antimikrobiyal
aktivitesi Klinik Laboratuvar Standartlari Enstit(-

(K-Ag-
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si’ne gore disk difizyon metodu kullanilarak
yapiimigtir  (10). Steril kabin icerisinde 0.5
McFarland bulanikliinda ayarlanmis olan mik-
roorganizma suspansiyonundan steril sartlarda
100 L alinarak ve daha énce hazirlanan kati
besiyeri ortamina ekilmigtir. Bos steril antibiyotik
disklerine 15 pyL 30 ppm olacak sekilde K-Ag-
NP ve K-Ag-GO NK’i emdirilmistir. Bu diskler
kati besi yerinin Uzerine diizgln bir sekilde yer-
lestirilmistir. Kontrol gruplari da ayni paralelde
hazirlanmistir. Bu islemlerden sonra mikroorga-
nizmalar 37°C’de 24 saat sure ile inkibe edil-
mistir. inklibasyon siresi sonucunda olusan
inhibisyon zonlari kumpas yardimi ile dlgllerek
zon gaplari milimetre (mm) olarak kaydedilmis-
tir. Tim analizler iki paralelli olacak sekilde ger-
ceklestirilmistir.

Bulgular

K-Ag-NP’niin ve K-Ag-GO NK’nin Sentez ve
Karakterizasyonu

Hidrotermal ydntem ile kitosan, indirgenme ve
stabilize ajani olarak kullanilip gimis (Ag®)
iyonlarini, gimus metal formuna indirgeyerek
kararli K-Ag-NP’l sentezlenmistir. Kitosan mole-
kulleri ile Ag” iyonlarinin etkilesiminde elektron
transferi kitosandan Ag® iyonlarina dogru akar
ve kitosan oksitlenirken Ag® iyonlari Ag metal
formuna indirgenerek Ag c¢ekirdekleri olusur.
Klasik NP sentezinde oldudu gibi cekirdeklen-
meyi, blylime basamagi takip ederek kitosan
molekullerinin Uzerine baglandig kararli Ag-NP
sentezlenir. Uv-Vis spektrumdaki Ag-NP’ye ait
dar absorbans piki ve Ag-NP ¢b6zeltisinde 2 haf-
ta boyunca cokelti olusmamasi, kararli Ag-
NP’lerin varligini gosterir. Plazmonik NP’lerden
olan dairesel Ag-NP’lerin karakteristik UV-Vis
absorbans piki 400-440 nm araligindadir. Yapi-

Sekil 1. K-Ag-NP
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Absorbance

300 350 400 450 500 550 600 650 700

Wavelength (nm)

Sekil 3. Ag-NP UV-vis spektroskopisi (Ag-NP Karakteristik
absorbans pik: ~440 nm)

lan analiz sonucunda, K-Ag-NP ¢ozeltisinin ab-
sorbans noktasi da yaklasik olarak 440 nm ola-
rak Olgulmastir. Bu durum K-Ag-NP olugsumu-
nun en 6nemli géstergelerinden biridir. K-Ag-
NP’niin 5 mg/mL ile 50 ug/ml GO ¢ozeltisini ka-
ristirarak kitosan-gimus-grafen oksit (K-Ag-GO)
nanokompoziti sentezlenmistir. Olusan K-Ag-NP
turuncu-kahverengi, K-Ag-GO NK'i ise gri-siyah
renktedir (Sekil 1 ve Sekil 2). Ayni zamanda UV
-Vis spektorfotometresi ile Ag-NP’nin UV-Vis
spektrumu alinmigtir (Sekil 3).

SEM Analizi

ZEISS EVO LS10 SEM 25 kV ¢alisma gerilimin-
de kullanilarak goruntiler elde edilmistir (Sekil

h

200 nm EHT =25.00 kv
WD = 8.0 mm

Signal A = SE1
Mag = 50.00 KX

Date 15 AP 2015 o oM
Chamber = 1.976-004 Pa

Sekil 4. Ag-NP SEM géruntisi Ag-NP: ~ 45 nm

200 nm EHT = 25.00 kV/

Signal A = SE1 Date 4 Dec 2015 (> ornom
WD = 6.5mm = a

Mag = 50.00 K X Chamber = 7.15e-004 Pa

Sekil 5. Ag-GO NK’nin SEM gorintusi
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4, Sekil 5). Konsantre 50 pL Ag-NP sulu ¢ozelti-
si karbon bant kapl stub Gzerine damlatilmigtir
ve berrak goérintilerin elde edilmesi igin bir ge-
ce boyunca kurutulmustur.

K-Ag-NP’ii ve K-Ag-GO-NK’nin Antimikrobi-
yal Aktivitesi

Disk difiizyon metoduna gore tespit edilen anti-
mikrobiyal aktivite sonuglari Tablo 1.‘de veril-
mistir. Bu sonuglara goére; K-Ag-NP’niin E. coli
ATCC35218 (4.7+0.1), S. aureus ATCC 25923
(3.440.2), S. mutans ATCC 68175 (3.0+0.2), B.
subtilis ATCC 6633 (2.2+0.0) suslarina karsi ve
K-Ag-GO-NK’nin E. coli ATCC35218 (2.510.1),
S. aureus ATCC 25923 (2.540.1), S. mutans
ATCC 68175 (1.4+0.0), B. subtilis ATCC 6633
(1.5£0.1) suslarina karsi antibakteriyal etki gos-
terdigi fakat C. albicans ATCC 90028 susuna
kars! antifungal aktiviteye sahip olmadigi tespit
edilmigtir. Calismada ayni zamanda K-Ag-
NP’nin test suslarina karsi K-Ag-GO-NK’'den
daha yuksek antibakteriyel etki gdOsterdigi de
belirlenmistir. K-Ag-NP test bakterileri arasinda
en yuksek aktiviteyi ise gram negatif bir bakteri
olan E. coli ATCC 35218 susuna karsi goster-
mistir.

Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(3), 208-215, 2018

Ozellikle ilag taginmasi, antimikrobiyal uygula-
malar ve kanser terapisi konularinda, nanoparti-
killer ile yapilan ¢alismalar olduk¢a Umit verici-
dir (46). Metaller nanopartikiller uzun yillardir
antimikrobiyal ajan olarak kullaniimaktadirlar.
Bakterilerin metal nanopartikillerine karsi direng
kazanma ihtimali, diger konvansiyonel ve dar
spektrumlu antibiyotiklerden daha azdir (34).
Gumustn antimikrobiyal aktivitesi ylzyillardir
bilinmektedir. Biyolojik uygulamalarda genis bir
kullanima sahiptir. Antifungal, antibiyotiklere
karsi direncli bakteriler igin, enfeksiyonlarin 6n-
lenmesi, yara iyilestirme ve anti-inflamatuvar
gibi  kullanim  alanlari  yer  almaktadir
(5,25,39,40). Antimikrobiyal etki mekanizmalari-
nin, tam olarak anlasiimamasina ragmen, reak-
tif oksijen turlerinin olusumu ve bakterinin hicre
zarina baglanmasini igeren bir mekanizmayla,
hiicre zarina zarar verdigi belirlenmistir (43,51).
Grafen ¢ok yonli bir karbon bilesigi olarak bir-
¢ok uygulama alanina konu olmus ve kullanim
alanlar genislemekte olan bir nanomateryaldir
(2). Grafen elmastan sert ancak esnek yapida-
dir, hafif ve kuvvetlidir. Ayrica transparen, inert,
yogun, yuksek iletkenlik ve termal iletkentlik gibi
Ozelliklerinden dolayr énemli bir molekil olarak

Tablo 1. K-Ag-NP’G ve K-Ag-GO-NK’nin disk diflizyon testi sonuglari

inhibisyon Zon Gapi (mm)

Test suslar K-Ag-NP K-Ag-GO-NK
E. coli 4.7+0.1 2.5+0.1
S. aureus 3.4+0.2 2.5+£0.1
S. mutans 3.0£0.2 1.4+0.0
B. subtilis 2.2+0.0 1.5£0.1
C. albicans - -

“-“ Herhangi bir etki gézlenmemistir
“+"Ortalama t+Standart sapma

“NP, NK”’Nanopartikiil, Nanokompozit (30 ppm); “K” Kitosan; “Ag”

Tartisma ve Sonug¢

GunUmuzde fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sa-
hip olan nano boyuttaki ilag partikillerinin sen-
tezlenmesi, yeni farmasoétik Uridnlerin gelistiril-
mesinde ilgi ¢ekici bir konu haline gelmistir. Na-
nopartikillerin sahip oldugu essiz elektriksel,
kimyasal, mekanik ve optik 6zellikleri, yiuksek
yuzey alani/hacim oranlari ve oldukga kiiguk
boyutlari sayesinde etkin antimikrobiyal 6zellik
gOsterdikleri gézlemlenmistir (30). Tum bu farkh
Ozellikleri nanopartikilleri, hastaliklarin tanisi ve
tedavisinde ilgi odagi haline getirmistir (46).
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Gumds; “GO” Grafenoksit

goOrulmektedir (2). Ayrica grafen oksitte biyou-
yumludur (7). Grafen oksit, grafit tabakalarinin
oksitlenerek birbirinden ayriimis tek katmanl
halidir (3). Genis ylzey alanina, mukemmel
elektriksel ve termal iletkenlik ve biyouyumluluk
gibi essiz fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir. Anti-
mikrobiyal ajan olarak yapilan galismalarda gra-
fen oksidin toksikligini azaltmak ve verimliligini
arttirmak igin, farkl inorganik nanoyapilar, biyo-
molekiller ve polimerler ile ylizey modifikasyo-
nu ve fonksiyonalizasyonu  geligtirilmistir
(26,28).
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Dogal bir biyopolimer olan kitosan ise, 6zellikle
son 50 yildir arastirmacilar igin ilging bir mater-
yal olarak yerini korumaktadir. Kitine gére birgok
avantaja da sahip olan kitosan basta gida, koz-
metik, ziraat, tip, eczacilik, kagit ve tekstil olmak
Uzere bir¢gok endustri dalinda kullanim alani bul-
mustur (13). Dodada bulunan kaynaklardan bol
miktarda elde edilebilen kitosan, canlilara karsi
toksik 6zelliginin olmamasi, biyolojik olarak par-
calanabilirligi, biyouyumlulugu, kimyasal ve fizik-
sel 6zellikleri bakimindan diger biyopolimerlere
gore ustin 6zellikler géstermesi nedeniyle bir-
¢ok alanda kargimiza gikmaktadir (13). Kitosan
nanopargaciklari (K-NP) antibakteriyal, antimik-
robiyal ve antifungal etkilere sahiptir (46). Bazi
arastirmacilar kitosanin seliloz gibi diger poli-
merlerle karisimini saglamiglar ve kitosanin po-
likatyonik dogasinin hlicre membrani ylzeyin-
deki makromolekillerin negatif yukli rezidileri
ile etkilenmesinin bakteri ve funguslarin 6lima-
ne neden oldugunu belirtmislerdir (48). KNP’nin
midede ila¢ tahrisini dnleyen ya da azaltan asit
giderici ve antiulser etkilerinin yanisira kontrolll
ilag salimi (kitosan jelleri, tabletleri, mikrokurele-
ri ve mikrokapsiilleri ile gergeklestirilen) sistem-
lerindeki yararlarindan dolay! kullanimi oldukga
Onem tasimaktadir (33,41).

Jena ve ark. (21) kitosan kapli giimis nanopar-
tiktllerinin (K-AgNP) insan patojenlerine ve
makrofaj hlcrelerine karsi toksisitesi ve antibak-
teriyel etkisini degerlendirmiglerdir. Bu calisma
ile K-Ag-NP farkl insan patojenlerine karsi guc-
I antibakteriyel aktivite gdOsterdigi ve ayrica
bakteriyel biyofilm olusumunu 6nledigi sonucu-
na varmiglardir. Spesifik dozdaki kitosan temelli
gumus nanopartikillerinin viicut hucrelerine za-
rar vermeden bakteriyi oldirdigiu ve bdylece
bakteriyel kolonizasyonu ve ila¢ direnciyle mu-
cadele etmek igin dizayn edilecek olan antibak-
teriyel ajana potansiyel érnektir. Baska bir ¢alig-
mada kitosan jel ile formule edilmis gimis na-
nopartiklllerinin antibiyofilm etkisinin ve insan
fibroblastlari Gzerine olan sitotoksik etkisi ince-
lenmistir. Gumus nanopartikullerinin - genis
spektrumlu antibakteriyel ajan olarak kullanilabi-
lecedi son calismalarda gosterilmistir. Ancak
medikal alanda, sitotoksik etkileri onlarin kulla-
nimini sinirlandirmaktadir. Calismada, gimus
nanopartikdlleri ile yUkllu kitosan nanopartikille-
rinin antibiyofilm kapasitesi degerlendirilmistir.
Bu islem gimuis sulfadiazin (SSD) kullanilarak
yapimistir. Sonug¢ olarak, kronik yaralardaki
infeksiyonlarinin énlenmesinde ve tedavisinde,

Dilsad ONBASLI

kitosan jelleri ile Ag-NP’nin kullanilabilecegi
gosterilmistir (37). Liu ve ark. (27) ile Das ve
ark. (12) tarafindan yapilan g¢alismalarda, GO-
Ag hibrid kompozitleri 6zgin antibakteriyel sis-
temler olarak kullanmislardir. Grafen oksit (GO)
nanoset yilizeyinin Ag nanopartikiller tarafindan
modifiye edilmesi, antimikrobiyal 6zelligini; GO-
NP’nin kararhihidini ve dispersitesini arttirabile-
cegini bildirmislerdir. Grafen oksit-gimis (GO-
Ag) nanokompozitlerin konjuge formlari, sinerjik
etki ve bakteri hicreleri arasindaki etkilesimi
azaltarak negatif ylizey yuki ile antibakteriyel
aktivitenin artmasina neden olduklarini vurgula-
misglardir. Zhu ve ark. (52) Ag-NP'nin GO taba-
kalarina konjuge edilmesi igin farkh yogunluk,
boyut ve formlara sahip bir baglayici olarak poli
dialildimetilamonyum klortr (PDDA) kullanmiglar
ve GO-PDDA-AgNP'in antibakteriyel aktivitesi-
nin Ag-NP'ine kiyasla dnemli dl¢iide arttirabildi-
gini ortaya koymuslardir. Cai ve ark. (4) yaptik-
lar1 bir calismada polietilenimini (PEI), indirgen-
mis grefen oksit (rGO)'in Ag-NP'ne konjugasyo-
nu icin baglayici olarak kullanmiglardir. Bu hibri-
din, ylksek ¢ozinurlik, kararhhk, hafif sitotoksi-
site, uzun sureli antibakteriyel etki gosterdigini
ve GO'nun 46.7 mV'luk negatif zeta potansiyeli
ile stabil kalmasini sagladigini, GO-PEI-Ag-
NP'nin polivinilpirolidon (PVP)-Ag-NP'e gore
uzun slre antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu-
nu ve mukemmel stabilite gdsterdiklerini tespit
etmislerdir. Veerapandian ve ark. (49) Entere-
coccus faecalis, Salmonella typhimurium, B.
subtilis, E. coli, igin UV 1sinlarina maruz birakil-
mis GO nanosetlerinin minimum bakterisid kon-
santrasyonunun (MIC) normal nanoset ve anti-
biyotik olan kanamisininkinden daha dusuk ol-
dugunu belirlemiglerdir. GO’in yuksek gligte an-
tibakteriyel Ozelliklere sahip oldugunu goster-
mistir. Chen ve ark. (9) GO'in bakteriyel ve fun-
gal patojenlerin ¢ogalmasi (zerinde gugliu bir
etkisi oldugunu gdstermiglerdir (bakterilerin yak-
lasik %90'I éldurilmis ve %80 makroconidia
¢gimlenmesini bastirmigtir). Ocsoy ve ark. (32)
Xanthomonas perforans’la yaptiklari bir calis-
mada GO Uzerinde buyidyen DNA ydénlendirmeli
Ag-NP’ini  gelistirmiglerdir. ~ GUmus-ciftzincirli
DNA-grafen oksit (Ag-dsDNA-GO) kompozitleri-
nin kultirde ve bitkilerde X. Perforans’in hicre
canlihgini etkili bir sekilde azathgini ve ¢ok di-
suk konsantrasyonda bu kompozitin, gelismis
stabilite, arttiriimis antibakteriyel aktivite ve da-
ha gucli adsorpsiyon 6zellikleri agisindan
onemli avantajlar saglayan mikemmel antibak-
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teriyel Ozellik gosterdiklerini bildirmiglerdir. Bu
c¢alisma sonuglari denemelerimizi destekler nite-
liktedir. Yaptigimiz galismada, kitosan kullanila-
rak Ag-NP ve Ag-GO-NK'nin sentezi ve karakte-
rizasyonu gerceklestiriimistir. Ayni zamanda bu
maddelerin, E. coli ATCC 35218, S. aureus
ATCC 25923, S. mutans ATCC 68175, B. subti-
lis ATCC 6633, C. albicans ATCC 90028 susla-
rina karsi antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmis-
tir. Elde ettigimiz veriler K-Ag-NP ve KAg-GO-
NK'nin antibakteriyel etkiye sahip olduklarini
fakat antifungal bir aktivite gdstermediklerini
ortaya ¢ikarmistir. Diger yandan K-Ag-GO NK’i-
nin K-Ag-NP’e gore daha duslk antibakteriyel
aktiviteye sahip olduklari tespit edilmistir.
Sonug olarak, mikroorganizmalarin antibiyotikle-
re direng gelistirmeleri ve sirdurilebilir saghk
kosullarinin ekonomik olarak saglanmasi ama-
ciyla ¢ok sayida arastirmaci, yeni ve etkili anti-
mikrobiyal ajanlara dayanikhlik gelistirmeye yo6-
nelik teknoloji arayisina girmiglerdir. NP’ler ve
kitosan sahip olduklari essiz ve etkin antimikro-
biyal 6zellikleri sayesinde hastaliklarin tani ve
tedavisinde ilgi odagi haline gelmiglerdir. Bu
¢alismada, K-Ag-NP’U ve K-Ag-GO NK, kitosan
kullanilarak sentezlenmis ve elde edilen veriler
bu maddelerin antibakteriyel potansiyele sahip
olduklarini géstermistir. Dolayisiyla bu ¢alisma-
da kullanilan K-Ag-NP’G0 ve K-Ag-GO NK’nin,
cesitli bulasici hastaliklara sebep olan Gram
negatif ve Gram pozitif bakterilerin tedavisinde,
mevcut antibiyotiklere alternatif olarak yeni anti-
mikrobiyal bir ajan olarak kullanilabilecegini du-
sundirmektedir. Ancak, bu molekillerin stabili-
te, immuinogenetik, farmakokinetik ve farmako-
dinamik ve 6zellikle de klinik etkileri hakkinda
daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Use of Fascia Lata Autograft for Augmentation of Bladder in Rabbits*
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Summary: In the present study; experimental defects were created in the rabbits at the urinary bladder and the repair
of the defects with autogenous Fascia latae (FL) graft was provided. The aim was to evaluate whether the grafted uri-
nary bladder capacity reached to the normal urinary bladder capacity. A total of 32, healthy male adult New Zealand
rabbits were used in this study. The rabbits were randomly divided into four equal groups, i.e. group |, II, Ill and IV
(control) according to the duration of euthanasia. Bladder capacities of the rabbits were measured preoperatively.
Experimentally 2x2 cm defects were induced in the urinary bladder of the rabbits and repaired with autogenous FL graft
in the first three groups. The rabbits in the control group underwent no surgical application. Postoperative bladder ca-
pacities of rabbits in the groups were measured at the end of 4™ (group 1), 8" (group I1) and 12" (group IIl and V), we-
eks before being euthanized. The urinary bladder capacities of control group were compared with those of the rabbits
in the other groups. As a result, it was concluded that the autogenous Fascia latae graft might be used successfully in
the urinary bladder with decreased capacity.

Key words: Augmentation, bladder, fascia latae, graft

Tavsanlarda idrar Kesesi Ogmentasyonunda Otojen Fasya Lata Greftinin Kullanimi

Ozet: Sunulan galismada; tavsanlarin idrar kesesinde deneysel defektler olusturularak otojen fasya lata grefti ile de-
fektlerin onarimi saglanmis ve greft uygulanan idrar kesesi kapasitelerinin normal idrar kesesi kapasitesine ulasip ulas-
madiginin degerlendiriimesi amaglanmistir. Calisma kapsaminda, toplam 32 adet erigkin, erkek, saglikli Yeni Zellanda
tavsani kullanildi. Calisma materyalini olusturan tavsanlar rastgele, esit sayida hayvan igeren dort gruba ayrildi. Tav-
sanlarin operasyon oncesi idrar kesesi hacimleri olglldi. Gruplari olusturan tavsanlarin idrar keselerinde deneysel
olarak 2x2 cm boyutunda defektler olusturuldu ve bu defektler yine ayni tavsandan elde edilen 2x2 cm boyutunda oto-
jen fasya lata dokusu ile onarildi. Grup I'i olusturan tavsanlar postoperatif 4. hafta sonunda, grup II'yi olusturan tavsan-
lar postoperatif 8. hafta sonunda, grup III'ii olusturan tavsanlar postoperatif 12. hafta sonunda idrar kesesi hacimleri
Olguldu ve 6tenazi edildi. Kontrol grubunu olusturan tavsanlarin idrar keselerine herhangi bir islem uygulanmadan 6te-
nazi edildi ve idrar kesesi kapasiteleri grup I, Il ve llI'de bulunan tavsanlardan elde edilen sonuglar ile karsilastirildi.
Sonug olarak azalan idrar kesesi kapasitesinin eski kapasitesine ulastiriimasinda otojen fasya lata greftinin kullanilabi-
lecegi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Fasya lata, greft, idrar kesesi, ogmentasyon

Introduction bladder (9).

Inflammation that causes scar tissue formation
and contraction, sclerosis and spastic neuro-
pathy decrease urinary bladder capacity (9).
Low capacity of urinary bladder results in incre-
ased frequency of urination. Urinary bladder at
low pressure loses storage function and pati-
ents face a need for urination at short intervals
(e.g.15-30 minutes). Anticholinergic drugs and
expansion programs are applied in the medical
treatment. Augmentation cystoplasty is referred
to in cases where medical treatment is ineffecti-
ve or due to structural disorders of the urinary
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Augmentation cystoplasty is a commonly used
for surgical procedure in order to increasing uri-
nary bladder capacity for the reduction of high
intra bladder pressure in patients with low uri-
nary bladder capacity and for protection of the
upper urinary tract (12). In the augmentation of
the urinary bladder, the small and large bowel
segments are widely used in different configura-
tions (21).

As an alternative to augmentation cystoplasty,
intravesical pressure-reducing autoaugmenta-
tion may be performed. Various materials such
as autogenous dura, pericardium, collagen and
preserved intestinal submucosa and various
methods including vesicomyotomy, vesicomyec-
tomy, seromuscular entereosistoplasty were
applied for autoaugmentation. However, the
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ideal graft material to be used in urinary bladder
augmentation has not yet been identified (18).
Fascia latae is used as graft materials in many
different organs and tissues because of their
strong and flexible content, low, immunologic
and inflammatory effects, non-toxic effects, low
cost, more resistance bacterial contaminations
and easy to obtain. With regard to the urinary
system, FL grafts have been succesfully used in
the closure of urethral defects (4,20), in urethral
fistulas (5,11), in the treatment of urinary incon-
tinence (10).

In the present study; the experimental defects
were created in rabbit urinary bladders and re-
pair of the defects with autogenous FL graft was
provided. The aim of this study was to evaluate
whether the grafted urinary bladder capacity
reached to the normal urinary bladder capacity.
Materials and Methods

Animals

A total of 32 New Zeland male rabbits, aging
between 10-12 months and weighing
2.08940.52 kg were included in this study. Prior
to the study the rabbits were subjected to the
thorough clinical examinations and found to be
healthy.

Groups

Thirty two adult healthy New Zeland rabbits we-
re randomly allocated into four different groups
of eight animals called groups I, I, il
(experimental) and IV (control). The autogenous
FL grafts were applied to the defects on the uri-
nary bladders of the rabbits in the experimental
groups. All rabbits in group |, group Il and group
Il were euthanized at the end of the 4th, 8th
and 12th week, respectively. No surgical proce-
dure was applied to control group rabbits and
were euthanized at the end of 12th week. Uri-
nary bladder augmentation test results of the
rabbits in the control group were compared with
that of the experimental groups.

Surgical Procedure

The right leg was routinely shaved and aseptic
preparation performed from the coxo-femoral
joint level to the tarsal joint for operation. Fascia
latae graft measuring 2x2 cm was bluntly sepa-
rated and harvested with surgical scissors
(Figure 1).

After obtaining the FL graft, each rabbit was
positioned in dorsal recumbency, midline lapa-
rotomy was made and the bladder exposed.

217

Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(3), 216-221, 2018

Figure 1. Removal of a 2x2 cm FL graft

Preoperative Augmentation Test

In order to determine the preoperative capacity
of the urinary bladder, firstly the urinary bladder
was evacuated and then the physiological sa-
line solution was injected via urethral catheter at
a rate of 5 mm/min. The amount to injection into
the urinary bladder was measured when the
piston forced during the injection of the physio-
logical saline solution (Figure 2).

—

Figure 2. Injection of physiological saline solution into uri-
nary bladder

After the measurement of the preoperative uri-
nary bladder capacity, the defect was created in
the most nonvascular area in corpus region of
urinary bladder. A simple continuous suture pat-
tern with a 4-0 Polydioxanone was applied to
the FL to cover the defected area. The urethral
catheter was applied to the bladder and 0.9%
saline solution was administered to check for
any leakage (Figure 3). After making sure that
there was no leakage, the abdominal wall was
routinely closed, and the operation was com-
pleted.
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Figure 3. Control of leakage after application of a FL graft

Postoperative Care

Immediately prior to the operation and during
the postoperative five days, animals were treat-
ed with ceftriaxone at a dose of 100 mg/kg IM
for infection prophylaxis. Postoperative three
days butorphanol was injected at a dosage 0.3
mg/kg subcutan (Sc) for analgesia.
Postoperative Augmentation Test

Rabbits completed the follow-up period were
anesthetized. Median laparotomy was per-
formed, and urinary bladder taken out of the
abdomen. Firstly, a urethral catheter was insert-
ed and the urine drained. Then, the physiologi-
cal saline solution injection into the urinary blad-
der made end the postoperative urinary bladder
capacity was measured (Figure 4).

S

Figure 4. Measurement of urinary bladder capacity before
euthanasia

Muhammed Kaan YONEZ

Euthanasia

At the end of the study, rabbits were euthana-
sied with Na-pentobarbital at an intravenous
(IV) dose of 100 mg/kg.

Statistical Analysis

The data was evaluated in IBM SPSS Statistics
22.0 statistical package program. The descripti-
ve statistics were given as the number of units

x+ 5EM
(n), mean * standard error of mean ( ).

Cross-group comparisons were made by One-
Way ANOVA on normal dividing variables. In
each group, the inter-time comparison was
done with Paired Sample T-Test in case of nor-
mal dispersion of differences. A value of P<0.05
was considered statistically significant.

Results

No complications were encountered during ope-
ration or anesthesia. At the midline laparotomy,
it was observed that the FL graft applied to the
defect site completely fused with the urinary
bladder and was not macroscopically distinguis-
hable from the urinary bladder. The comparison
of the preoperative urinary bladder capacity with
postoperative urinary bladder volume is given in
Table 1. There was no statistically significant
difference between the mean pre and postope-
rative urinary bladder volume for groups
(P>0.05).

In addition, the mean urinary bladder volume
obtained before euthanasia in group I, Il and llI
were compared with that of control group. The
comparison of the mean data of urinary bladder
capacities between groups is given in Table 2.
In the comparison of the results of augmenta-
tion test between groups, the lowest value
(95+4.11ml) was measured in group | and the
highest value (119.37£10.32 ml) in group Ill.
The value obtained from the control group was
recorded as 111.87+4.99 ml. There was no sta-
tistically significant difference between the gro-
ups (P>0.05).

Discussion and Conclusion

In this study, we performed augmentation of the
urinary bladder using FL autografts and tried to
evaluate. FL graft and urinary bladder compati-
bility, preoperative and postoperative capacity
of urinary bladder, early and late postoperative
findings were evaluated.

The augmentation cystoplasty is performed to
increase the capacity of the urinary bladder and
thus to improve the quality of life (13). In our
study, urinary bladder was assessed by an aug-
mentation test postoperatively. Fascia tissue
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Table 1. Comprasion of preoperative bladder capacities with

Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(3), 216-221, 2018

postoperative values for groups

n Preoperative urinary

Postoperative urinary

bladder capacity (ml) bladder capacity (ml)
£+ SEM 7+ 5EM P
+ -
Group | 8 101.87 = 4.42 95 = 4.11 0.270
+
Group II 8 113.75 L 6.52 111.87+4.99 0.504
+ 1
Group lll 8 106.87 = 9.58 119.37 = 10.32 0.158

Table 2. Comparison of augmentation test results between groups

Postoperative urinary bladder capacity (ml)

n £+ SEM P
.|_
Group | 8 95 ~ 4.1
Group I 8 111.87+4.99
0.095
+
Group llI 8 119.37 — 10.32
.|_
Control 8 111.25 ~ 5.23

composed entirely of collagenous tissue is not
as flexible as urinary bladder wall. Norlen et al.
(15) reported that the collagen tissue is stiffer
than the smooth muscle of the urinary bladder.
Therefore, the urinary bladder is not as flexible
as healthy one when FL graft is applied.

In this study; we did not observe significant dif-
ference between preoperative and postoperati-
ve mean urinary bladder capacities. There was
a slight decrease for mean postoperative uri-
nary bladder capacities in group | (95+4.11 ml)
compared to preoperative mean urinary bladder
capacities (101.87+4.42 ml). In contrast to
group |, the urinary bladder reached its former
capacity in group Il. In group lll, the postoperati-
ve mean urinary bladder capacity increased
above the preoperative measured capacity. The
possible reason for the low postoperative uri-
nary bladder capacity in group | might be due to
the high collagen content of the graft as repor-
ted (15). However, the adaptation and compli-
ance of the FL to the urinary bladder capacities
appear to increase with time when the data of
group Il and group Ill having a longer postope-
rative period were considered.

Celayir et al. (6) removed 65% of the bladder
tissue in group | and group Il. The bladder aug-
mentation was carried out by a full-thickness
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Musculus rectus abdominis flap in group |. Mo-
rever, they closed the bladder remnant routinly
without any graft application in group Il. The
preoperative and postoperative urinary bladder
capacity at the end of the 4™ week were compa-
red and postoperative urinary bladder capacity
found to be decreased significantly in both gro-
ups. Human amniotic membran graft was app-
lied to experimentally induced a 4x4 cm urinary
bladder defects in dogs and the animal monito-
red for six weeks (22). At the end of the 6™
week the urinary bladder capacity was not be
able to reach its former capacity. Contrast to
those studies, in our study, there was no statisti-
cally significant difference between preoperative
and postoperative urinary bladder capacity for
all groups.

Graft materials obtained from the gastrointesti-
nal system are accepted as the gold standard
today despite complications (3,16,17). It has
been reported that grafts of intestinal segments
have many complications such as chronic bac-
teriuria, stone formation, calcium-phosphate
metabolism disturbance, growth retardation in
bones, gastrointestinal motility disorders, mucus
secretion, and fluid-electrolyte  balance
(1,8,16,17). In our study autogenous FL graft
was used in augmentation of urinary bladder.
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No postoperative complications were encounte-
red.
Autogenous FL graft not is cost effective, har-
vested easily and at sufficient amounts with mi-
nor operation site disturbance and functional
defect at the donor site, and also no sign of im-
munological reaction and tissue rejection at re-
cipient site. In view of these properties of the FL
graft (2,7,14) we think that it is a suitable graft
material that can be used to provide the urinary
bladder to its normal capacity.

As a result, it has been concluded that FL graft

material can be used safely in increasing low

urinary bladder capacity.
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Kayseri Develi Tarimsal Kalkinma Kooperatifi Siit Sigir1 Ciftliginde Bulunan Sigir Tirnaklarinin
Muayenesi ve Problemli Tirnaklarin Sagaltimi*

Birkan PIRCI", Giiltekin ATALAN?

1Kay§eri Develi Tarimsal Kalkinma Kooperatifi, Develi/Kayseri-TURK!_YE _
%Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Cerrahi Anabilim Dali, Kayseri-TURKIYE

Ozet: Bu calismada Kayseri ili Develi ilgesinde bulunan bir isletmedeki 100 bas sagmal siit ineginde tirnak hastaliklari
yénunden tarama yapilmis ve 37 hayvanda tirnak bozuklugu saptanarak bunlarin tedavilerinin yapilmasi ve elde edilen
sonuglarin degerlendirilmesi amaglanmistir. Hayvanlarin vicut agirliklari (400-750 kg) ortalama 600 kg, yaslari ise (2-
10 yil) ortalama 5.5 yil olarak saptandi. Ortalama st verimleri ise 2513 litre olarak tespit edildi. Hayvanlarin laktasyon
sayllari 1 ile 6 arasinda degisiyordu. Hayvanlarin 6ncelikle klinik muayeneleri yapildi. Enfeksiy6z hastaliklari yoninden
yapilan incelemede hicbir hayvanda bozukluk gorulmedi. Hayvanlar tek tek yurutilerek topallik kontrolleri yapildiktan
sonra travaya alindi. Ayaklar askiya alinarak tirnak muayenesi yapildi. Belirlenen hastaliklar giincel gelismeler 1s1ginda
tedavi edildi. Calismada ayak hastaliklarinin insidansi % 37 olarak belirlendi. Elde edilen bulgular tirnak hastaliklarinin
buylk oranda beslenme ve yetistiricilikten kaynaklandigini ortaya koydu. Bu nedenle, ahir hijyeninin saglanmasi, ayak
banyolarinin dizenli kullaniimasi, periyodik tirnak kesimi ve bakiminin yani sira ¢aligsanlarin bilinglendiriimesinin ayak
hastaliklari oraninin disurilmesinde 6nemli rol oynayacagi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Hastalik, sigir, tedavi, tirnak

Examination of the Cattle Foot in the Kayseri Develi Agricultural Milking Farm and Treatment of Foot Disorders
Summary: The aim of this study was to investigate various possible hoof disorders in the cattle housed in Develi Agri-
cultural Development Cooperative farm and to treat hoof diseases according to modern treatment alternatives. The
animal material was consisted of 100 milked cattle and 37 of cattle suffered from various hoof disorders. The mean
body weight and milk production of the cattle were 400-750 kg (mean 600 kg) and 2543 respectively. Their lactation
period varied between one and six years. Clinical examinations of each cattle were carried out and no sign of general
infection was detected for any of the cattle. Walking on the ground, lameness examinations were performed for each
cattle and the cattle suffering from lameness were recorded. The animals were then taken for the labor and their hoofs
were examined. Diagnosed hoof disorders were treated according to current treatment alternatives. In conclusion, the
incidence of foot disordes was found as 37%. This rate was respectively high for a farm. The study revealed that hoof
disorders in this farm occurred mainly due to disorders of nutrition and breeding. Therefore, controlling barn hygiene,
regular use of footbath, periodic hoof trimming and conscious breeding may play an important role for prevention of
hoof disorders in milking cattle.

Key words: Cattle, hoof, labor, lameness

Girig belirli araliklarla bakimi zorunlu bir hal alr

Ayak ve tirnak hastaliklari modern sigir igletme-
lerinde hayvanlarin sirtden istem disi olarak
¢ikarilmalarina yol agan 6nemli problemlerin
basinda gelmektedir (13,21,28). Ayak ve tirnak
hataliklarinin neden oldugu baslica kayiplar; sut
veriminde azalma, canh agirlik kaybi, infertilite
problemleri, metabolizma hastaliklari ve sagal-
tim masraflari olarak siralanabilir (1,8,13,15,25).
Ahirlarda yasayan hayvanlarda hareket olanak-
lari kisitlandigindan tirnaklarda istenilen oran-
larda asinma olusmaz, bu nedenle tirnaklarin

Gelis Tarihi/Submission Date :20.02.2018
Kabul Tarihi/Accepted Date  :26.02.2018

* Bu calisma yuksek lisans tezinden 6zetlenmistir. Bu ¢alisma Erci-
yes Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri birimi tarafindan TSY-09
-701 nolu proje ile desteklenmistir.

(3,9,23). Ozellikle kis mevsimi boyunca ahirlar-
da yasayan hayvanlarda hareket noksanligina
bagh olarak tirnaklarin noksan aginmasi, asiri
uzamasl ve uzun zaman igerisinde deformasyo-
nu ortaya ¢ikar. Olusan deformasyonlara bagli
olarak, tirnaklara fizyolojik olmayan yuklenmeler
tirnak duvarinin ve tabaninin canli dokusunun
eziklerine neden olur. Uzayan her bir tirnak ara-
sinda ahir pislikleri toplanir, buna bagli olarak
tirnak enfeksiyonlari artar, bu da topalliklara, sit
veriminin azalmasina ve hayvanin zayiflamasi-
na neden olur (3,16,23).

Tirnaklarin dizenli aginmasini saglamak amaci
ile hayvanlarin sirekli olarak bagh tutulmasin-
dan vazgecilmesi gerekir. Aralikll zemin, beton
taban, paslanmaz metal taban ve benzeri sert
yurime yerleri Uzerinde hayvanlarin gunlik ha-
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reketlerini yapmalarinin saglanmasi ginimuzin
guncel konulari icerisindedir (10,22).
Zamaninda yapilan tirnak bakim ve dizeltmeler
ile gelecekteki buylk bozukluklarin énine gegil-
mis olur. Ozellikle gok keskin kenarli tirnaklarla,
kirlimis tirnaklar ve taban eziklerinin yetersiz
sagaltimi ya da sagaltimin erken sonuglandiril-
mamasi, zamanla biylk bozukluklarin olusma-
sini saglar (3,10,18,23).

Tirnaklarin bakimi buyuk zorluklar géstermesine
karsin, bakimsizliklari da buylk ekonomik ka-
yiplara yol acgar. Tirnak sagligi acisindan; tirna-
gin duzenli aginmasi, tirnagin su emme 6zelligi-
nin azaltiimasi, tirnak banyolarinin temizleme
ve dezenfekte etme 6zelligi olmasi, tirnakta ya-
pilacak islemlerin son gelismelere uygun olmasi
ve hayvanlarin her gin dizenli olarak yurutul-
mesi gerekir (17,24,29).

Siut sigirlarinda yaygin olarak gorilen tirnak
bozukluklari arasinda, tirnak yapisini etkileyen
defermasyonlar, interdigital flegmon, interdigital
dermatitis, digital dermatitis, beyaz ¢izgi hastali-
g1, taban ulseri yer almaktadir (12,22,29)

Bu calismada Kayseri ili Develi iige Merkezi Ta-
rimsal Kalkinma Kooperatifinde bulunan Hols-
tein irki sutgu ineklerin tirnak hastaliklar yonin-
den taranmasi, problemli tirnaklarin tedavilerinin
yapilmasi ve elde edilen sonuglarin degerlendi-
rilmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Hayvan Materyali

Hayvan materyalini Develi iice Merkezi Tarimsal
Kalkinma Kooperatifi sut sigircihgr ciftliginde
bulunan 100 bas sagmal inekten tirnak bozuklu-
gu bulunan 37 bas inek olusturdu.

ineklerin tamami Holstein irkindan olup yari
acik serbest dolagmali ahirlarda barinmaktaydi-
lar. Ahirin kapal kismi beton zeminden olup,
acik kismi ise toprak zeminden olustu. inekler
bireysel yatakliklarda olup, yatakliklarin zemini
kauguk malzemeden yapilmisti. Ahirin kapall
bdlimU otomatik glbre siyirici sistemi ile temiz-
lenmekteydi.

ineklerin laktasyondaki siit ortalamalari 25-26
litreydi. isletmede sagim tam otomatik sistemler-
le ginde u¢ kez yapilmaktaydi. Hayvanlarin
vicut agirliklart (400-750 kg) ortalama 600 kg,
yaslari ise (2-10 yil) ortalama 5.5 yil olarak tes-
pit edildi. Calisma éncesinde Erciyes Universite-
si Etik Kurulu'ndan izin alindi (12.11.2008,
08/52).

Hayvanlarin Klinik Muayenesi

Calisma kapsamina alinan her bir inegin rutin
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klinik muayenesi yapildi. Hayvanlarin vicut 1si-
sl, kalp-solunum sayilari ve genel istah durum-
lari kaydedildi.

Hayvanlarin Tirnak Muayenesi

Hayvanlar tek tek dururken ve yuritilerek topal-
Ik tespiti yapildi. On ve arka bacaklarda topallik
semptomu gdsteren hayvanlar igletmede 6zel
olarak yaptirilan tirnak muayene ve kesim bdl-
mesine alindi. Tirnak muayeneleri én ve arka
bacak tirnaklarini kapsayacak sekilde sirasiyla
yapildi. Hayvanlarin ayaklari bol suyla yikandi
ve firca yardimiyla temizlendi. Glbre ve ¢amur
kalintilarindan arindirildi.

Tirnagin muayenesine inspeksiyonla baglandi.
inspeksiyonda tirnagin uzunluguna, tirnagin
taban ve duvarinda sekillenen lezyon varligina,
renk degisimlerine, muhtemel taban kalinlasma-
larina ve korona bdlgesindeki yangisel reaksi-
yonlara, apse ve fistll gibi olusumlara bakildi.
inspeksiyondan sonra tirnak muayene pensi
yardimiyla tirnagin palpasyonu gerceklestirildi.
Tirnak tabaninda 6n, lateral, medial ve dkgeler

Sekil 1A. Taban Ulseri lateral tirnakta, B. Bandaj ve tahta
takoz uygulanmasi
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kisminda agrinin olup olmadigi not edildi. Uzun
ve ¢ift tabanli tirnaklar renet, tirnak kerpeteni ve
elektrikli cark yardimiyla kesilerek normal tirnak
Ozelligi verildi.

Tirnak muayeneleri ve kesimleri 6zel olarak
yaptirilmis tirnak kesim travaylarinda yapildi.
Tirnak Hastaliklarinin Tedavi Protokolii
Taban Ulseri: Tirnak bélgesinin genis capl te-
mizligi yapildiktan sonra intravendz regional
anestezi (IVRA) uygulanarak bélgesel anestezi
yapildi. Taban boélgesinde mevcut fazla doku ve
granallsyon 0Ozelligindeki dokular renet ile gide-
rilerek ulcus agiga ¢ikarildi. Lezyonlu ve nekro-
tik dokular uzaklastirildi (Sekil 1A). Lezyonlu
bolgeye rivanol-katran-CuSO, ‘den hazirlanan
karigim tahta gubuk yardimiyla sirdldi. ilgili
tirnak gazl bez ve sargi bezi yardimiyla banda-
ja alindi. Saglam olan tirnaga akrilik yapigtirici
yardimiyla tahta takoz uygulandi (Sekil 1B). Bes
glin paranteral antibiyotik olarak ceftiofur hidrok-
lorid (Excenel, Zoetis, ABD) uygulandi. Ug giin-
de bir olmak Uzere deri alti yolla D-Biotin
(Gabiotan, Bayer, Almanya) yedi kez uygulandi.
Bandaj U¢ gunde bir olmak Uzere 4 kez degisti-
rildi. Hayvanlar bol ve temiz altlikh bireysel bol-
meye alindi.

Okge Erozyonu: Okge erozyonu goriilen tirnak-
larda erozyonlu bdlge renet yardimiyla temizlen-
di (Sekil 2). Uzun tirnaklar kesilerek dizeltildi.
Erozyonlu bdlgeye antibiyotikli sprey (Neocaf,
MSD, italya) uygulanarak ilgili tirnak G giinde
bir degistiriimek Uzere toplamda iki kez kuru
bandaja alindi.

Sekil 2. Her iki tirnakta 6kge erozyonu

Beyaz Cizgi Hastaligi: Beyaz c¢izgi hastaligi
tespit edilen hayvanlarda tirnagin lezyonlu ki-
simlari temizlendi ve asir uzamis tirnaklar kesi-

Giltekin ATALAN

lerek duzeltildi (Sekil 3). Derin lezyonlu tirnakla-
ra IVRA uygulandiktan sonra tirnak kesimine
devam edildi. Lezyonlar V seklinde acilarak te-
mizlendi. Lezyonlu bélgeye rivanol-katran-
CuSO4 ‘den hazirlanan karisim tahta gubuk yar-
dimiyla surildd. Lezyonlu tirnak gazli bez ve
sargl bezi yardimiyla bandaja alindi. Saglam
olan tirnaga akrilik yapistirici yardimiyla tahta
takoz konuldu. Bes gln paranteral antibiyotik
uygulandi. Ug giinde bir olmak (izere deri alti
yolla D-Biotin ¢ kez enjekte edildi. Bandaj ¢
ginde bir olmak Uzere dort kez tekrarlandi.
Hayvan bol ve temiz althkli bireysel bdlmeye

Sekil 3. Bir inekte beyaz ¢izgi hastaligi

alindu.

inter Digital Flegmon: inter digital flegmonlu
hayvanlarda tirnaklar kesilerek duzeltildi. Tirnak
topuk eklemine kadar 35 derece sicakliga varan
antiseptikli 1slak bandaj ile giunde bir uygulama
olmak Uzere dort kez tekrarlandi. Sonrasinda
bolgeye rezolitif pomat uygulamasi yapildiktan
sonra tirnak bdlgesi kuru pansumanla destek-
lendi. Uygulamaya bir hafta devam edildi. Bes
gin paranteral antibiyotik uygulandi. Deri alti
yolla gun asiri olmak Uzere Tarantula cubensi-
sin extrati (Theranekron, Richter Pharma, Avus-
turya) ¢ kez uygulandi. iki giinde bir yangi
semptomlarini ortadan kaldirmak igin antiinflam-
matuar ajan Carprofen (Rimadyl x|, Pfizer, ABD)
intramuskuler (IM) uygulandi.

inter Digital Dermatitis: inter digital dermatis
tespit edilen ayaklarlarda lezyonlu bdlge anti-
septikli 1lik suyla yikanarak temizlendi. Okgeler
Uzerinde bulunan boégurtlen tarzindaki lezyon
odaklari kirete edilerek bolgeye sprey (Quick-
Hit, Erri-Comfort, Danimarka) tarzinda pUskurti-
lerek uygulandi. Uygulama sonrasi tirnaklar ku-
ru bandaja alindi. Tedavi ilk iki gin sabah ak-

224



Tirnak hastaliklari...

sam, daha sonraki U¢ gin gunde bir olmak lze-
re bes gln surdirildi. Parenteral olarak bes
gun sure ile parenteral antibiyotik enjekte edildi.
Limaks: Limaks tespit edilen hayvanlarda IVRA
yéntemiyle tirnagin lokal anestezisi yapildi. inter
digital aralikta doku Uremesinin oldugu alana
kavun dilimi tarzinda ensizyon yapilarak granu-
lasyon dokusu c¢evre dokulardan ayirt edilerek
uzaklastirildi. Deri alti dokular ve deri usulline
uygun olarak kapatildi. Daha sonra bdlgeye ri-
vanol ile i1slak kompres uygulandi ve bandaja
alindi. Kompres uygulamasi bes gin sureyle
her guin yapildi. Paranteral antibiyotik tedavisine
U¢ glin boyunca devam edildi.

Akut Laminitis: Uzayan tirnaklar usuliine goére
kesilerek duzeltildi. Laminitisin goruldugu ayak-
lara bir hafta sureyle sabah aksam soguk su
banyosu yaptirildi. Hayvanlara bes gln slresin-
ce IM antihistaminik (Histavet, Vetas, Tirkiye),
Carprofen ve antibiyotik enjeksiyonu yapildi.
Hayvanlar bol ve temiz althkl bireysel béimelere
alindi. Rasyondaki konsantre yem miktari azal-
tildi ve bireysel besleme yapildi.

Kronik Laminitis: Kronik laminitisli hayvanlarda
tirnagin usuliine uygun olarak kesimi yapildi.
Tirnak kesimi esnasinda lokal kepek gorini-
minde ve kivaminda tirnak artiklari gozlendi.
Bu bdlgeler renet yardimiyla temizlendi. Tirnak-
lara U¢ gunde bir olmak Uzere U¢ defa bandaj
uygulamasi yapildi.

Bulgular

Klinik muayeneler sonucunda tirnak hastaligin-
dan bagka her hangi bir hastalija rastlanmadi.
Calisma kapsamina alinan hayvanlarin ortala-
ma solunum sayisi 15-25 kalp atim sayisi 60-
80, rektal vicut isis1 38-39 derece olarak tespit
edildi.

Yapilan degerlendirmelerin sonucunda elde edi-
len bulgular Tablo 1’de gosterilmistir.

Taban Ulseri

Taban Ulseri ve beyaz cizgi hastaligi tespit edi-

Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(3), 222-229, 2018

len hayvanlarda st veriminde %40 dusus, belir-
gin bir sekilde istahta azalma ve basis topalligi
g06zlendi. Yapilan klinik incelemeler neticesinde
6 inekte taban Ulseri olgusu tespit edildi. Taban
ulkusu iki inekte sag arka tirnadin lateralinde,
bir inekte sol 6n tirnagin medialinde ve Ug inek-
te sol arka tirnakta ikisi lateralde ve biri media-
linde olmak Uzere tespit edildi.

Bandaj uygulamasina ¢ hafta sireyle devam
edildi. Yirmi bir giiniin sonunda yapilan kontrol-
lerde ulkuslarin tamaminda iyilesme oldugu
g06zlendi. Taban Ulser olugsumlar iki olguda yu-
musak Okge bolgesine kadar yayildigi gézlendi.
Bu kisimlarin irrigasyonlari yapildi ve U¢ hafta
sonunda ulkusun kapandidi go6zlendi. Tirnak
tabanini etkileyen ulkuslarin iki hafta iginde gra-
nulasyonla dolarak tabanin kapandigi ve topalli-
din kayboldugu not edildi.

Okge Erozyonu

Bes inekte dkge erozyonu tespit edildi. Toplam-
da iki kez uygulanan kuru bandaj ve uygun tir-
nak kesimi ile kirmizi renkte ve deformatif 6zel-
likte olan lezyonlu 6kge kisimlari hizla iyilesti ve
normal yapilarina kavustuklari gézlendi. Uygula-
ma sonrasl tum tirnaklarin iyilestigi ve gozle
gOrulen bir topalligin olmadigi not edildi.

Beyaz Cizgi Hastaligi

Uc inekte gbzlenen beyaz ¢izgi hastaliginda
lezyonlar canli dokuya kadar ilerlemis ve hay-
vanlarda belirgin basis topalligi vardi. Lezyonlar
bir hayvanda tirnagin lateral tarafinda bulunur-
ken (3 cm) digerlerinde medial tarafta yer ald1.
Tirnagin nekrotik dokularinin temizlenmesi, V-
RA ile antbiyotik uygulamasi iyilestirme surecini
hizlandirdi. Topallik iki hafta igcinde kayboldu
fakat tirnak dokusunda gérilen defektlerin kay-
bolmasi bir ay devam ettiginden dort defa tirnak
takozu esliginde bandaj uygulamasina ihtiyag
duyuldu.

Tablo 1. Tirnak muayeneler sonucu saptanan tirnak hastaliklar

Hastalik Adi Sag On Ayak Sag Arka Ayak Sol On Ayak Sol Arka Ayak
Taban Ulseri - 2 1 3

Okge Erezyonu 1 2 - 2
Beyaz Cizgi Hastaligi 1 1 - 1

int. Dig. Flegmon - 3 1 2
int.Dig. Dermatitis 1 3 1 2
Limax - - - 1
Laminitis ( Kronik ) 2 3 2 2
Laminitis ( Akut ) - 2 - 2
TOPLAM 5 16 5 15
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inter Digital Flegmon

inter digital flegmon tespit edilen alti inekte in-
terdigital bdlge, korona ve topuk bdlgesine ka-
dar uzanan siskinlik ve kizariklik ile karakterize
bir tablo vardi (Sekil 4). Hayvanlarin rektal vicut
isilarinin 39-40 derece oldugu ve bolgesel isi
artisi ve basis topalli§i saptandi. istah azalmasi
ve bulunduklari yerden kalkmada zorluk goril-

1.4

Sekil 4. inter digital flegmon

di. Tedavi sonrasi U¢ defa yapilan islak bandaj
uygulamasi ile topalhidin azaldigi ve bir hafta
sonunda tamamen kayboldugu not edildi.

inter Digital Dermatitis

Yedi adet inter digital dermatit teshisi konulan
tirnaklardan besinde lezyonlarin inter digital ara-
g etkileyerek deri alti dokular yayildiklari géz-
lendi ve bu hayvanlarda orta derecede basis
topalligi mevcuttu. Lezyonlu bélgelerin irrigas-
yonu ile G¢ giin sonunda enfeksiyon kontrol alti-
na alindi ve bes gunin sonunda yedi hastalikli

Sekil 5. Bir intekte inter digital dermatitis

Giltekin ATALAN

ayaktan altisinda tam iyilesme gorildu. Diger
hayvanlarda ise iyilesme dokuz gin sonunda
kaydedildi. Tedavi sonrasi hi¢bir hayvanda to-
pallik gézlenmedi (Sekil 5).

Sekil 6. Bir inekte limaks

Limaks

Limaks operasyonu takiben bir giin sonra belir-
gin olan topallik bulgular ortadan kalkti (Sekil
6). Post operatif bir hafta sonra hayvanlarin sit
veriminde belirgin artig oldu.

Akut Laminitis
Akut laminitis tespit edilen iki inekte belirgin se-

Sekil 7. Bir inekte akut laminitis

kilde istah azalmasi ve ruminal hareketlerde
azalma kaydedildi. Hayvanlarin vicut isisinda
artig, yuruyuste isteksizlik, oldugu yerde sabit
kalma ve tirnak palpasyonun de belirgin isi arti-
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si not edildi. Akut laminitis iki inekte kaydedildi
(Sekil 7).

Akut laminitisli tirnaklarin tabaninda bal mumu
gérinimunde lokal renk degisimlerinin oldugu
belirlendi. Her iki inekte de arka ayaklarin topal-
g1 belirgin olup, yuruylste isteksizlik ve lokal
1s1 artisi vardi. ineklerin medikal sagaltimin ta-
kiben Ug¢ gun sonra topallik belirtileri kayboldu.
Lokal i1si artisinda belirgin azalma go6zlendi.
Kronik Laminitis

Kronik laminitisli hayvanlarda tirnagin usulliine
uygun olarak kesimi yapildi. Tirnak kesimi esna-
sinda lokal kepek gérinimuinde ve kivaminda
tirnak artiklar gozlendi. Tirnak kesimi sonrasin-
da belirgin olarak tirnak mihankiyetinin dizeldigi
saptandi.

Tartisma ve Sonug

Sunulan projede, 100 bas sagmal Holstein irki
inegin muayenesi neticesinde tirnak bozuklugu
tespit edilen 37 bas inegin bilimsel ve gincel
bilgiler 1s1§inda tedavileri yapildi.

Alti adet inekte taban ulkusu tespit edildi. Ulkus-
larin daha ¢ok arka ayak tirnaklarinin lateralinde
bulunmasi Murray ve ark. (20) 1996 yilinda yap-
tigr arastirmada bildirdigi bulgulara paralellik
gosterdi. Ulkuslu hayvanlarin tedavisinde kulla-
nilan rivanol-katran-CuSQO4 karisimi (2,31) ve
parenteral antibiyotik uygulamasi neticesinde
tim hayvanlar u¢ hafta icerisinde iyilesme gds-
terdi ve st verimi ydnunden eski performansla-
rina yaklasti. S6z konusu tedavi bandajlarla
desteklenmis ve U¢ gunde bir olmak Uzere ban-
dajlari degistirildi. Bandajlarin degistiriimesi sa-
ha uygulamalarinda zor ve zaman alici oldugun-
dan, pratik yapan hekimlerin uygun travaylar
kullanmasi saha pratigi agisindan kolaylik sag-
layacaktir.

Hayvanlarin bes tanesinde 0kge erozyonu tespit
edildi. Erozyonlu boélgeler renet yardimiyla te-
mizlendi ve antibiyotikli sprey kullanildi. Olgula-
rin tamaminda iyilesme gd6zlendi. Bu tedavi sekli
rutinde yapilan sagaltim olup diger arastirmaci-
larin bildirdigi sekilde uygulama yapilmistir (29).
Uygulamanin bandaj esliginde birkag kez yapil-
masl iyilesme slrecinin hizlanmasina neden
olmustur.

Beyaz ¢izgi hastaligi (¢ hayvanda tespit edildi.
Bir hayvanda sag 6n medial, bir hayvanda sag
arka lateral ve bir tirnakta da sol arka medialde
lokalize olmustu. Lezyonlar V seklinde agilarak
temizlendi. Lezyonlu bdlgeye rivanol-katran-
CuSOy ‘den hazirlanan karisim uygulandi. Lez-
yonlu tirnak gazlh bez ve sargl bezi yardimiyla
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bandaja alindi. Saglam olan tirnaga tahta takoz
uygulandi. Bes gun paranteral antibiyotik uygu-
landi. Ug glinde bir olmak (izere deri alti yolla D-
Biotin ¢ kez uygulandi. Bandaj ¢ gunde bir
olmak Uzere U¢ kez degistirildi. Hayvan bol ve
temiz althkh bireysel bélmeye alindi. Tedavi so-
nucunda olgularin tamaminda iyilesme goéraldu.
S6z konusu tedavi protokoli klinik pratikte hizli
ve etkin sonuglar vermektedir (29). Ozellikle deri
alti yolla kullanilan D-Biotin boynuz tirnagin hiz-
la onarimini saglamakta ve iyilesmeyi hizlandir-
maktadir.

inter digital flegmon olgusu alti inekte gériildi.
Ug inekte sag arka, bir inekte sol 6n ve iki inekte
sol arka ayakta gbézlendi. Lezyonun oldugu bdl-
geye 35 derece sicakhiga varan antiseptikli
kompres uygulandi. Bolgeye rezolitif pomat uy-
gulamasi yapildiktan sonra tirnak bdlgesi kuru
pansumanla desteklendi. Uygulamaya bes gln
devam edildi. Bes gun parenteral antibiyotik
uygulandi. Deri alti yolla giun asiri olmak Uzere
Terenekron (¢ kez uygulandi. Ug giinde bir yan-
gl semptomlarini ortadan kaldirmak icin Rimadyl
uygulandi. Bir haftanin sonunda hayvanlarin
tamaminda iyilesme goézlendi. Benzer tedavi
protokolinu Murray ve ark. (20) uygulanmis ve
olgularinin gogunun iyilestigini bildirmislerdir.
Theranekronun 6zellikle demarkasyon hattini
olusturmasi tedavinin basarili olmasinda etkin
oldugu dusundimektedir.

inter digital dermatitis olgusu yedi inekte tespit
edildi. Bir inekte sag 6n, U¢ inekte sagd arka, bir
inekte sol 6n ve iki inekte sol arka ayakta goz-
lendi. inter digital dermatis tespit edilen ayaklar-
da lezyonlu bdlge antiseptikli ik suyla yikana-
rak temizlendi. Doku artiklar boélgeden uzaklas-
tinlldi. Lezyonlu bdlgeye ticari sollisyon Quick-
Hit sprey tarzinda puskdurttlerek uygulandi. Uy-
gulama sonrasi tirnaklar kuru bandaja alindi.
Tedavi ilk iki gin sabah aksam, daha sonraki ¢
gln gunde bir olmak Uzere bes giin devam etti-
rildi. Bes gunin sonunda yedi hastalikh tirnak-
tan altisinda tam iyilesme gorildi. iyilesme gos-
termeyen tirnagin tedavisine U¢ kez devam edil-
di ve tedavi sonrasinda iyilesme gézlendi. inter
digital dermatitis olgulari daha ¢ok hijyenik ol-
mayan ahir kosullarinda goézlenmektedir (19),
dogru tedavi segenegi uygulandiginda olgularin
blylk gogunlugu iyilesmektedir (19,31).

Bir inekte sol arka ayakta limax olgusu tespit
edildi ve IVRA ydntemiyle tirnagin lokal aneste-
zisi uygulandi. Olugsan doku Uremesinin boyutu
kiguk oldugundan total ekstirpe edildi ve boélge-
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ye rivanol ile i1slak kompres uygulanarak bacak
bandaja alindi. Kompres uygulamasi bes gin
sureyle her gun yapildi. Paranteral antibiyotik
tedavisine U¢ gun boyunca devam edildi (1).
Uygun bakim ve bandaj kosullarinda tedavi ba-
sarili bir sekilde yapilmaktadir. Kronik laminitis
yedi inekte gorildi deformatif tirnaklar tirnak
bakimi yapilarak dizeltildi. Olgularimizda ayak
kemiginin deviasyonu yoktu. Tirnagin duizeltil-
mesi ve lezyonlarin inceltilerek giderilmesi teda-
vinin basarili olmasina neden oldu.

Akut laminitis iki inekte g6zlendi. Tirnagin usulu-
ne uygun olarak kesimi yapildi. Laminitisin g6-
ruldigu ayaklara bir hafta sireyle sabah aksam
soguk su banyosu uygulandi. Hayvanlara gin
asin olmak uzere u¢ kez antihistaminik ajan
enjeksiyonu yapildi. Hayvanlar bol ve temiz alt-
likli bireysel bolmelere alindi. Rasyondaki kon-
santre yem miktari azaltildi ve bireysel besleme
yapildi. Bir haftanin sonunda topalligin ortadan
kalktigi ve iyilesmenin tam oldugu not edildi.
Akut laminitis olgulari daha ¢ok yemleme hata-
larindan kaynaklanmakta, rasyondaki konsantre
yem oraninin yiksek olmasi hastaligin ortaya
¢ilkmasinda neden olarak goésterilmektedir (6).
Bu sekilde ortaya gikan beslenme bozuklukla-
rinda bir srideki hayvanlarin gogu etkilenebilir
(3). Onemli dlglide et ve sit veriminde kayiplar
olusur. Rasyonlarin hayvanlarin verim dizeyine
gore bilimsel ydntemlere goére hazirlanmasi
Onem arz etmektedir.

IVRA 6n ayaklarda Vena digitalis palmaris com-
munis Il ve IV arka ayaklarda Vena digitalis dor-
salis communis Il ve IV ile Vena digitalis planta-
ris communis IV damarlarina lokal anestezik
ajan uygulanmasi ile gerceklestiriimistir. Aneste-
zi istenilen dlzeyde olup, cerrahi midahaleye
imkan vermistir. IVRA'nin uygulanmasi netice-
sinde tirnak amputasyonlari ve tirnagin canli
dokusuna yonelik operasyonlar agrisiz olarak
yapilmaktadir (26). IVRA esnasinda uygulanan
garonun gevsek birakilmasi anestezik madde
kaybina neden olacagindan anestezi dizeyi
istenilen diizeyde olmaz (11,14).

Tirnaklarin incelenmesi 6zel olarak tasarlanan
bir travayda yapildi. On ve ayak tirnaklari travay
icinde yeterince tespit edilebildi. Bildirilen birgok
travay modeli vardir. Travaylarin hayvanlarin
tirnak muayene ve operasyonlarina uygun ve
kullanigh olmasi ve hekimin is glcunu kolaylag-
tirmasi gerekmektedir (27).

Tirnak hastaliklarina yanhs rasyon, tirnak baki-
minin ddzenli yapilmamasi, hijyenik olmayan

Giltekin ATALAN

barinma kosullari ve barinak zeminlerinin bozuk
olmasi gibi bir¢ok faktdrler sebep olmaktadir. Bu
nedenle isletme sahiplerinin olasi tirnak hasta-
liklarinin 6nlenmesi bakimindan bilinglendiriime-
si gerekmektedir (4,5).
Sonug olarak; S.S. Develi ilge Merkezi Tarimsal
Kalkinma Kooperatifi sit sigin ¢iftligine ait sigir-
lar Uzerinde gercgeklestirilen bu arastirmada
ayak hastaliklarinin insidansi %37 olarak belir-
lendi. Bu oran Glkemizde bildirilen oranlardan az
da olsa yuksektir (1,5,18,23,27,30). Ancak yapi-
lan calismadan elde edilen mevcut bulgular bu
hastaliklarin biyik oranda beslenme ve yetisti-
ricilikten kaynaklandigini ortaya koymustur. Bu
nedenle, ahir hijyeninin saglanmasi, ayak ban-
yolarinin duzenli kullaniimasi, periyodik tirnak
kesim ve bakiminin yani sira g¢alisanlarin ko-
nuyla ilgili olarak bilinglendiriimesinin ayak has-
taliklari oraninin disurilmesinde dnemli rol oy-
nayacag! sonucuna variimistir.
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Abstract: This study was conducted to evaluate the effects of pomegranate seed oil PSO on the oxidative stress in-
duced by pentachlorophenol PCP in rats. Fourty Sprague-Dawley, 4-5 months old, 300g male rats were used in this
study. Rats were assigned to four groups each containing 10 animals. First group was control group; no administration
was made to animals in this group. Second, third and fourth groups were given PSO at a dose of 0.15 ml/kg bw, PCP
at a dose of 40 mg/kg bw and PSO at a dose of 0.15 ml/kg bw+PCP at a dose of 40 mg/kg bw orally by gavage for 28
days, respectively. At the end of the study, brain, liver, kidney, testicle and spleen samples were collected. Malondial-
dehyde (MDA) level and catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px) and superoxide dismutase (SOD) activities
were measured in tissue samples. PCP caused an increase of MDA level in brain, kidney, liver and testicle; a decrease
of CAT activity in liver and spleen; a decrease of GSH-Px activity in brain and testicle and a decrease of SOD activity in
brain, liver and kidney compared to control group. When PSO+PCP group compared to PCP group, MDA level de-
creased in brain, liver and testicle; CAT activity increased in spleen; SOD activity increased in brain and kidney. When
compared to the control group and the group given PSO+PCP, the data of PSO+PCP group were generally similar to
the control group. As a result, administration of PCP at the dose of 40 mg/kg bw for 28 days caused oxidative stress
and administration of PSO at the dose of 0.15 ml/kg bw alleviated severity of PCP induced oxidative stress.

Key words: Oxidative stress, pentachlorophenol, pomegranate seed oil, rat

Rat Dokularinda Pentaklorofenol Toksisitesine Karsi Nar Cekirdegi Yaginin Antioksidan Etkileri

Ozet: Bu galisma ratlarda pentachlorophenol PCP’nin olusturdugu oksidatif stres (izerine nar gekirdegi yaginin (NCY)
etkilerinin degerlendirilmesi igin yapildi. Calismada 4-5 aylik, ortalama 300 g agirhdinda 40 adet Sprague-Dawley irki
erkek sigan kullanildi ve her birinde 10 hayvan olmak iizere dért grup olusturuldu. Ik grup kontrol olarak belirlendi ve
herhangi bir uygulama yapilmadi. ikinci, tiglincii ve dérdiincii gruba sirasiyla 0.15 ml/kg ca dozunda NCY, 40 mg/kg ca
dozunda PCP ve 0.15 mi/kg ca dozunda NCY ile 40 mg/kg ca dozunda PCP 28 giin boyunca gavaj yolu ile mideye
uygulandi. Galismanin sonunda beyin, karaciger, bdbrek, testis ve dalak dokulari alindi. Doku érneklerinde malondial-
dehit (MDA) duzeyi ile katalaz (CAT), glutasyon peroksidaz (GSH-Px) ve superoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri olgil-
di. Pentaklorofenoliin kontrol grubuna gore, beyin, karaciger, bobrek ve testiste MDA dlizeyinde ylikselme; karaciger
ve dalak CAT aktivitesinde azalma; beyin ve testis GSH-Px aktivitesinde azalma; beyin, bébrek ve karaciger SOD akti-
vitesinde azalmaya neden oldu. NCY+PCP verilen grup PCP verilen grupla karsilastirildiginda beyin, karaciger ve tes-
tis MDA duzeyinde azalma; dalak CAT aktivitesinde ylkselme; beyin ve bobrek SOD aktivitesinde yukselmeye yol agti.
NCY+PCP verilen grup ve kontrol grubu karsilastirildiginda, NCY+PCP grup verileri genel olarak kontrol grubuyla ben-
zerdi. Sonug olarak, ratlara 28 gun 40 mg/kg ca dozda verilen PCP’nin dokularda oksidatif strese yol agtigi; 0.15 ml/kg
ca dozda uygulanan NCY’nin, PCP kaynakli oksidatif stresin siddetini azalttigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Nar ¢ekirdegdi yagi, oksidatif stres, pentaklorofenol, rat

Introduction
Pomegranate (Punica granatum L., Punica-
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ceae) is known as a plant with valuable effects
since ancient times. It can be seen from India to
Iran even to south west sides of America. First
usage of pomegranate is to have anti-
inflammatory, antioxidant and antiparasitic ef-
fects. These effects could be originated from
phenolic compounds, anthocyanins, tannins and
alkaloids (6,11). Pomegranate is known to have
beneficial effects for health since ancient ages;
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it is a plant whose bark of tree, peel of fruit,
flower, juice of fruit and seeds are utilized. The
seed of pomegranate contains active compo-
nent such as monoacylglycerols, linoleic acid,
linolenic acid, glycerides, sterols, campesterol, y
- tocopherol, 17-a- estradiol and macro nutrients
such as protein, pectin and sugar
(6,12,18,26,28,30,32). Another active ingredient
which is found in high proportion in pomegran-
ate oil is punicic acid (tricosanic acid), which is
a long chain fatty acid, coming to the forefront
with its anticarcinogenic effects (9,11,22,26,28).
The density of this seed oil is 0.9202 to 0.9311
g/lcm®(16). Pomegranate seed oil (PSO) has
hypoglycemic effects as well as anticarcinogen-
ic effects. It is believed that this effect is related
to punicic acid (6). Punicic acid contains the 74-
85% of total PSO oil content (14). Herbal sterols
(eg. betacytosterol, campesterol, stigma sterol)
are also reported to be rich in PSO (total 4089-
6205 mg/kg oil) (28). Ellagic acid which is also
an anticarcinogenic and antioxidant substance
is found at a highly proportion in PSO. PSO is
also rich in vitamin E (26).

Pentachlorophenol (PCP) is a substance used
in industrial fields like wood and wood products,
paper, leather, textile, paint, glue, plastic, pho-
tography, yarn and nylon due to its insecticide,
fungicide, bactericide, herbicide and mollusci-
cide effects (48). The oral LD is 25-210 mg/kg
bw in rats, 74-130 mg/kg bw in mice and 70-300
mg/kg bw in rabbits. PCP can be also toxic
through respiratory tracts. This substance which
is also toxic for aquatic organisms can accumu-
late up to 10000 times in the body of creatures
like fish, algae, and invertebrates compared to
water (29,38,48). The target organs in PCP ex-
posure are liver, kidney and bone marrow (38).
The most important target tissue is liver. De-
pending on the exposed dose, in addition to the
some changes in the biochemical parameters,
hepatic P450 enzyme activities, liver weight and
in the liver microscopy are also observed
(24,25,29,38,49). PCP has also toxic effects on
kidneys. Kidney enlargement and some micro-
scopic changes like interstitial nephritis, hypere-
mia, glomerular atrophy were seen in the milk
cows who had PCP added to their feed (31,48).
In poisoning cases, changes also occur in
blood. The substance has been shown to cause
anemia in cows and led to a decrease in eryth-
rocyte count, hemoglobin concentration and
hematocrit values in rats (27,38). Previous stud-
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ies have shown that PCP affects especially
brain (1,20), liver (46), kidney (1), testis (4) and
spleen (7). Therefore, studies were carried out
in these tissues. In this study, we aimed to in-
vestigate the possible antioxidant and protective
effects of PSO on lipid peroxidation induced by
PCP in various tissues of rats.

Materials and Methods

Animals

All the procedures with animals in this study
were approved by from Erciyes University Ex-
perimental Research and Application Center
(Approval date and number: 17.12.2008-08/74).
Fourty, sixteen weeks old Sprague-Dawley
male rats weighing of 300 g in the same condi-
tion were selected (Erciyes University Experi-
mental Research Center). They were provided
with adequate commercial feed (Produced by
Purina, Dizce ,Turkey) and tap water. The rats
were arranged in four groups and each group
were arranged four cages (25 cm width by 40
cm length by 20 height). Each of the cages con-
tained two or three rats and provided coarse
sawdust bedding (Kayseri, Turkey). Rats were
housed under conventional experimental animal
housing conditions with controlled temperature
(23£2 °C), humidity (50+£5%), air change (12 air
change per hour), room had an equal 12 h of
light and darkness and ad libitum feed. General
health status of the rats was monitored prior,
during and at the end of the study. In this study,
cold pressed PSO containing meristic acid
(0.09%), palmitic acid (3.29%), palmitoleic acid
(0.12%), margaric acid (0.05%), stearic acid
(2.13%), oleic acid (8.66%), linoleic acid
(5.81%), linolenic acid (0.06%), arachidic acid
(0.42%), ecosanoic acid (0.70%) and punicic
acid (78.67%) indicated on the product was
used (Obtained From Bilkas ®, izmir, Turkey;
50 ml cold press oil). PCP sodium salt (Fluka
76480) was used and this compound was dis-
solved in distilled water.

Experimental Protocol

Rats were randomly divided into four groups
and each group contains 10 rats. Group | is
control group and no administration was made.
Group Il received PSO (0.15 ml/kg bw), group
Il received PCP (40 mg/kg bw) and group IV
was administrated PSO+PCP (0.15 ml/kg
bw+40 mg/kg bw) intragastrically using a 22 G
ball tip needle for 28 days, respectively. Applied
PSO and PCP doses are determined from pre-
vious studies (1,8,24,38,44,48). Twenty four
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hours after the last administration, tissue sam-
ples from brain, liver, kidney, testis and spleen
of the rats were collected under light ether an-
aesthesia. The removed organs were washed
with cold distilled water. Afterwards the fat tis-
sue on the organs was removed. These tissue
samples were homogenized with phosphate
buffer, at pH 7.4 (Heidolph, Silent Crusher M).
The homogenized tissues were centrifuged at
20000 rpm for 1 hours at + 4 °C and the super-
natants were transferred to Eppendorf tubes. All
samples were stored at -80 °C till analysis. Pro-
tein analysis was employed in accordance with
the method modified by Miller (37) and based
on the method of Lowry (33). The measurement
of MDA levels of all tissues are determined by
the method reported by Ohkawa (39); the esti-
mation of SOD activities by Sun’s method (45),
the estimation of CAT activities by Luck’s meth-
od (34) and the estimation of GSH-Px activities
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USA). Differences of groups were compared
using One-way ANOVA and Duncan’s test. The
data were given as meantstandart deviations
(SD) and values of p<0.05 were considered as
statistically significant.

Results

MDA: When compared control group, there is
no significant statistical changes on MDA levels
of all tissues in PSO group (P>0.05). When
PCP group compared to the control group, it
was seen an increase of brain, liver, kidney and
testis MDA levels at PCP group (P<0.05). When
control and PCP+PSO group was compared, no
statistical change in brain and spleen MDA lev-
els was determined (P>0.05) but statistical de-
crease in liver, kidney and testis MDA levels of
PCP+PSO was observed (P<0.05). Compared
with the PCP and PCP+PSO groups, brain, liver
and testis MDA levels were statistically signifi-
cant (P<0.05) (Table 1).

Table 1. MDA levels in rat tissue of control and experimental groups (nmol/mg protein).

Group Group Il Group ll Group IV
Tissue (n:10) (n:10) (n:10) (n:10) P
(Control) (PSO) (PCP) (PSO+PCP)
Brain 11.39+1.2° 12.40+2.1% 18.79+2.7° 14.68+3.5° P<0.05
Liver 1.77+0.3% 1.95+0.4% 3.78£0.7° 2.77+0.2° P<0.05
Kidney 3.20+0.6° 3.24+0.5° 5.67+0.5° 4.61+1.3* P<0.05
Testis 3.81+0.7° 4.21+0.6% 7.77£1.6° 5.53+0.8" P<0.05
Spleen 6.32+1.4 7.03+1.2 8.11+0.3 7.15+1.1 P>0.05

(*) Different letters of the groups in the same line are statistically significant (P<0.05).
PSO: Pomegranate seed oil, PCP: Pentachlorophenol, PSO+PCP: Pomegranate seed oil and pentachlorophenol.

by Paglia’s method (40) was performed. All
analysis of samples was assayed as spectro-
photometrically (Helios Alpha UV-Vis spectro-
photometer). The units of MDA levels, the activi-
ties of SOD, CAT and GSH-Px were expressed
as nmol/mg protein, U/mg protein, k/g protein
and U/g protein, respectively.

Statistical analysis

The statistical analysis was made with SPSS for
Windows version 15.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL,

CAT: When compared to the control group, no
significant changes were observed in the CAT
activities of the PSO group on all tissues
(P>0.05). When compared to between control
and PCP group, CAT activities of liver and
spleen decreased at PCP group (P<0.05).
When compared to control and PCP+PSO
group, there were no significant differences
(P>0.05). When compared to PCP and
PCP+PSO groups, CAT activities decreased in

Table 2. CAT activities in rat tissue of control and experimental groups (k/g protein).

Group | Group i Group lli Group IV
Tissue (n:10) (n:10) (n:10) (n:10) P
(Control) (PSO) (PCP) (PSO+PCP)
Brain 44.97+18.8 46.45+19.8 57.05+11.3 52.50+6.5 P>0.05
Liver 210.67+42.5° 199.35+14.6° 146.5+28.12 177.62420.5%° P<0.05
Kidney 177.68453.1 191.61154.5 180.10+28.5 186.96+43.1 P>0.05
Testis 44.54+14.8 56.40+9.9 40.18+15.2 42.52+8.51 P>0.05
Spleen 43.02+21.8° 42.44+14.5° 17.0243.0° 39.9+11.4° P<0.05

(*) Different letters of the groups in the same line are statistically significant (P<0.05).
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spleen tissue of PCP group (P<0.05) (Table 2).
GSH-Px: When the control group was com-
pared with the PSO group, there was no signifi-
cant change in brain, liver and kidney of GSH-
Px activities (P>0.05) but there were statistically
increase in testis and spleen tissues of PSO
group (P<0.05). When control and PCP group
was compared, it was seen significant decrease
on GSH-Px activities in brain and testis of PCP
group (P<0.05). There was no significant differ-
ence in liver, kidney, testis and spleen GSH-Px
activities between control and PCP+PSO
groups but significant difference has brain tis-
sue (P<0.05). When PCP and PSO+PCP group
are compared, there was no significant differ-
ence on GSH-Px activities of PSO+PCP group
(P>0.05) (Table 3).

SOD: When control and PSO group were com-
pared, there were no significant changes in all
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Discussion and conclusion

Pomegranate (Punica granatum L.) which is
thought to have no significant adverse effects is
a widely used plant in many cultures (35). Ac-
cording to this positive effect, in recent studies it
is proposed that PSO is good alternative for
food supplement or dietary supplements (6).
Faria et al. (19) reported that, the levels/
activities of GSH and GSH-Px, SOD, and CAT
in liver were decreased in rats that were fed
with pomegranate juice ad libitum for 4 weeks
compared to the control group, whereas lipid
peroxidation did not cause a significant change
in hepatic MDA levels which is considered as
the most important oxidative stress marker (19).
According to a study, because of oxidative
stress, antioxidant enzyme activities such as
SOD, CAT and GSH-Px significantly decreased
compared to control group and also the admin-

Table 3. GSH-Px activities in rat tissue of control and experimental groups (U/g protein).

Group | Group Il Group Il Group IV
Tissue (n:10) (n:10) (n:10) (n:10) P
(Control) (PSO) (PCP) (PSO+PCP)
Brain 226.48+43.3° 299.34153.5° 122.9+24.3° 126.65+11.5° P<0.05
Liver 139.04+28.3%° 150.95+33.6° 113.61+£21.7° 136.52+10.7%° P<0.05
Kidney 126.66+30.8%° 159.73+47.6° 92.92+19.1° 107.79+£12.3° P<0.05
Testis 111.70£15.1°  185.09£15.1° 89.04+11.4° 97.309.4% P<0.05
Spleen 205.88+26.5° 280.58+36.5" 181.31+78.0° 200.23+30.74° P<0.05

(*) Different letters of the groups in the same line are statistically significant (P<0.05).

tissues SOD activities (P>0.05). Comparing
control and PCP group, there was significant
decrease in SOD activities of brain, liver and
kidney of PCP group (P<0.05). When PCP and
PSO+PCP group were compared, it was ob-
served that brain and kidney SOD activities in-
creased at PCP+PSO group (P<0.05) (Table 4).

istration of a-eleostearic acid and punicic acid
was observed to support the cellular antioxidant
defence mechanism by modulating the activity
of these antioxidant enzyme against the oxida-
tive stress (42). According to another study,
pomegranate juice extract (200 ug gallic acid
equivalent/mouse/day) was administrated to
mice for 2 weeks and positively affected on cel-

Table 4. SOD activities in rat tissue of control and experimental groups (U/mg protein).

Group | Group Il Group Il GrouplV
Tissue (n:10) (n:10) (n:10) (n:10) P
(Control) (PSO) (PCP) (PSO+PCP)
Brain 5.21+0.3° 5.09+0.7° 3.41£0.5° 4.99+0.6° P<0.05
Liver 2.97+0.7° 3.25+0.3° 1.97+0.4° 2.57+0.6%° P<0.05
Kidney 3.8410.6° 3.65+0.4° 2.19+0.5° 3.07+0.6° P<0.05
Testis 6.82+2.12° 7.14+1.5° 4.90+0.7° 6.22+0.5%° P<0.05
Spleen 2.59+0.8 2.50%0.5 2.24+0.2 2.45+0.5 P>0.05

(*) Different letters of the groups in the same line are statistically significant (P<0.05).
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lular oxidative stress (2). Antioxidant activities of
pomegranate juice is evaluated and compared
to green tea and red wine, and it was reported
that pomegranate juice which is presented to
public consumption, has rich aryl content and
antioxidant activities are 3 times higher than the
green tea and red wine. This potent antioxidant
activity attributed to tannins which can be hydro-
lysable of pomegranate juice main antioxidant
compound, and also to anthocyanins and ellagic
acid derivatives (21). In this presented study, it
was observed that the administration of PSO at
a dose of 0.15 ml/kg bw for 28 days to rats in-
creased GSH-Px activities in the testis and
spleen without any significant negative effect on
lipid peroxidation. Elevation of testis and spleen
GSH-Px activities may be related to the accu-
mulation of PSO at more high levels in these
tissues. As mentioned in earlier studies this ef-
fect can be associated with especially punicic
acid which is conjugated linoleic acid presence
in PSO compound (51). Different parts of pome-
granate have different antioxidant properties, 12
-20% of the total seed weight can be oil, and
80% of these oils contain conjugated fatty acid.
Apart from these compounds, such as sterols,
steroids are also found in minor compounds
which form the main components of the nervous
system. Pomegranate products have antibacte-
rial, antiviral, antidiabetic and anticancer effects
(32). Pomegranate extracts have effects like
scavenging free radicals, reducing oxidative
stress. This oil increases plasma antioxidant
capacity and reduces cellular oxidative stress
products and increases the levels of decreased
GSH (5,26,32,41). In the studies regarding the
protective effects of pomegranate products on
experimental models of toxicity and disease,
administration of pomegranate extract in liver-
damaged rats caused elevation in CAT, SOD
and GSH-Px enzyme activities and reduction in
the formation of lipid peroxidation products in
the liver (13). It was reported that administration
of pomegranate extract to streptozotocin-
induced diabetic rats, significantly reduced pan-
creatic MDA levels and brought the levels of
GSH and the activities of antioxidant enzymes
(SOD, CAT and GSH-Px) similar to the control
group (3). Another study stated that pomegran-
ate tea was administered to rats and the MDA
levels in liver, kidney, brain and heart tissues
were shown to be elevated in the trichloroacetic
acid exposed group and that the stated parame-
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ters were approached towards the control val-
ues in the PSO+TCA group. They noted that the
antioxidant and protective effects of PSO may
be associated with the fatty acids present in its
content (15). Previous study Soyer-Sarica and
Liman (44) noted that was decreased serum
MDA and NO levels and erythrocyte SOD activi-
ties compared to the PCP group and PCP+PSO
group, whereas erythrocyte CAT and GSH-Px
activities was elevated. It has also shown that
PSO administration reduced renal MDA levels
in studies previously performed on kidney dam-
age induced by different compounds in experi-
mental animals (8-11).

The present study, when PSO+PCP group was
compared to PCP group, it was observed that
the MDA levels in brain, liver, and testis signifi-
cantly decreased; CAT activity in spleen and
SOD activity in brain and kidney significantly
increased. When the control group was com-
pared to the PSO+PCP group, the parameters
examined were found to be similar to the control
group. These results show that PSO reduces
the severity of PCP-induced oxidative stress.
These beneficial effects may be related to ac-
tive substances, which are found at high levels
in PSO, known to be protective against free rad-
ical damage. On the other hand the antioxidant
effects of PSO can be attributed to active ingre-
dients such as conjugated linoleic and linolenic
fatty acids, flavonoids and vitamin E as men-
tioned in previous studies (6,12,18). In addition,
fatty acids such as gallic acid, ellagic acid and
punicic acid; flavonols and flavonol glycosides
like quercetin, kaempferol, luteolin and apig-
enin; anthocyanins like delphinidin, cyanidin and
pelargonidin; amino acids like methionine, va-
line and proline has protective features
(3,9,13,15,32).

PCP is a compound which has a wide spectrum
of biocidal activity, which is widely used as anti-
fungal, especially in the wood industry, and
which continues to have a residue problem in
the nutrients due to its extremely slow degrada-
tion in the environment (5,20). PCP is carcino-
genic and genotoxic in various experimental
animals and that these effects may be mediated
by free oxygen radicals resulting from its bio-
transformation in the liver (43,50). Chlorophe-
nols studies as a metabolism poison. ATP pro-
duction is reduced without effecting the electron
transport chain in mitochondria. Thus, the oxi-
dative phosphorylation is used in the body heat
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instead of the energy metabolism that breaks
the chain. With increasing body heat, metabo-
lism increases and the cycle continues with ac-
celeration. (27,17,29). PCP increases hepatic
CYP-P450 enzyme levels, thus leading to the
formation of free radicals (47). In present study,
the MDA levels in brain, kidney, liver and testis
were increased in the PCP group compared to
the control group whereas the CAT activity in
liver and spleen; GSH-Px activity in brain and
testes; SOD activity in brain, liver and kidney
were decreased. The results of the study indi-
cate that PCP causes oxidative stress in the
brain, liver, kidney and testes. As mentioned in
previous study, the lipid peroxidative effects of
PCP in tissues can be attributed to the produc-
tion of free radicals due to increased CYP-P450
enzyme activity (47). Various enzymes such as
SOD, CAT and GSH-Px are involved in the in-
activation of free radicals. SOD reduces the su-
peroxide radical to a less oxidizing agent H;0O,,
whereas GSH-Px and CAT inactivate H,0O,
formed by SOD (23,36). In this study, decrease
in antioxidant enzyme activities can be associat-
ed with excessive availability of free radicals
produced by PCP exposure in the biological
system.

In conclusion, it was determined that admin-

istration of PSO at the dose of 0.15 ml/kg bw

dose for 28 days had no adverse effects on oxi-
dant/antioxidant balance in rats, administration
of PCP at the dose of 40 mg/kg bw for 28 days
caused oxidative stress in brain, kidney, liver
and testicular tissues in rats and administration
of PSO at the dose of 0.15 ml/kg bw had a alle-
viating effect on the severity of PCP induced
oxidative stress. In this context, pomegranate
can be used as a supportive care in combina-
tion with other medical treatment options for

PCP poisoning. As well as other preventive ap-

proaches, when there is a risk of exposure to

PCP poisoning, it may be given as food supple-

ment to minimize the toxic effects.
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Diisiik Doz Kapsaisin Uygulanan Siganlarin Ovaryumlarinda TGF-Beta 1’in
Immunohistokimyasal Yerlesimi
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Ozet: Transforme edici bilylime faktérii-betal (TGF-B1), ovaryum fonksiyonlarinin diizenlenmesinde énemli rol oyna-
maktadir. Sunulan galismada, sigan ovaryumlarinda disik doz kapsaisin (KAP) uygulamasinin, follikilogenezis ve
atrezi siirecinde TGF-B1 ekspresyonuna etkisinin olup/olmadigi incelendi. Otuz adet 21 gilinlik disi Sprague-Dawley
sigan (g esit grubu ayrildi. ilk gruba higbir enjeksiyon yapilmadi (kontrol A grubu), ikinci gruba (deney grubu) tagiyic
solusyon iginde eritilen KAP (0.5 mg/kg/giin) enjeksiyonu yapildi, Gglincl gruba (kontrol B grubu) sadece tasiyici solus-
yon (0.1 mg/kg/giin) enjeksiyonu yapildi. Onbes gunlik uygulama periyodundan sonra hayvanlar eter inhalasyonu ile
uyutularak ovaryumlari alindi ve rutin histolojik prosedir uygulandi. TGF-B1, isaretli streptavidin-biotin teknigi kullanila-
rak gosterildi. Deney grubunda oositler, tim follikillerin (primordiyal, primer, sekonder, preantral, antral follikuller) gra-
nuloza hucreleri, teka hiicreleri ve intersitisyel hiicreler pozitif boyandi. Kontrol grubundaki boyanmada genel olarak
deney grubuna benzerdi, fakat preantral ve antral folliklllerin granuloza hiicrelerinde boyanma yoktu. Deney grubunda-
ki TGF-B1 boyanmasi, kontrol gruplarindan daha yogundu. Deney ve kontrol gruplarinda atretik follikiillerde TGF-f1
ekspresyonu goézlenmedi. Sonug olarak, CAP, follikiilogenezis sirasinda ovaryan hiicrelerdeki kendi reseptériine bagla-
narak TGF-31 ekspresyonunu arttirmistir.

Anabhtar kelimeler: immunohistokimya, kapsaisin, ovaryum, sican, TGF-Beta1

Immunohistochemical Localization of TGF-Beta1 in Low Dose Capsaicin Treated Rat Ovary
Summary: Transforming growth factor beta-1 (TGF-B1) plays an important role in regulation of ovarian functions. In
the present study, it was investigated whether low dose capsaicin (CAP) administration in rat ovaries was effected on
TGF-B1 expression during folliculogenesis and atresia. Thirty 21-day-old female Sprague-Dawley rats were divided
randomly into three groups. The first group received no treatment (control A group), the second group received (0.5
mg/kg/day) CAP dissolved in the vehicle (experimental group), and the third group was treated with the (0.1 mg/kg/day)
vehicle only (control B group). After 15 days treatment period, animals were euthanized by ether inhalation and ovarian
tissues were sampled and processed routinely. TGF-81 was demonstrated by labeled streptavidin-biotin technique.
Oocytes, granulosa cells of all follicles (primordial, primer, secondary, preantral and antral follicles), theca cells and
interstitial cells were stained positively in experimental group. In control group, the staining was generally in similar
fashion but there was no staining in granulosa cells of preantral and antral follicles. TGF-B1 staining was more intense
in experimental group than both control groups. There was no TGF- 31 staining in experimental group and control gro-
ups’ atretic follicles. As a result, we demonstrated that binding of CAP to its receptor in ovarian cells resulted with incre-
ased TGF-B1expression during the folliculogenesis.

Key word: Capsaicin, immunohistochemistry, ovary, rat, TGF-Beta1

Giris

Transforme edici buyime faktéri-beta (TGF-3)
super ailesinin Gyeleri, ovaryumda 6nemli olan
pek cok olayin dizenlenmesinde anahtar rol
oynarlar (46). TGF-B ailesi, 112 amino asitten
olusan, ayni blyuklikteki TGF-B1, TGF-f2 ve
TGF-B3 olmak Uzere Ug alt Unite igeren, 25 kDa
agirhgindaki peptidlerdir (27). Bu aile; hicre
¢ogalmasi ve farkllagsmasi, apoptozis, hicre
dis1 matriks Uretimi, bagisiklik sisteminin dizen-
lenmesi, yaralarin iyilesmesi ve erken embriyo-
nik gelisim gibi sayisiz biyolojik aktiviteyi dizen-
lemektedir (2, 33). Disi genital sistem Uzerine
yapilan ¢alismalarda, TGF- slUper ailesinin et-
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kili oldugu, oositlerde, granuloza hicrelerinde
ve teka hucrelerinde follikillerin gelisim asama-
lariyla iligkili olarak ifade oldugu bildiriimektedir
(17). Ayni zamanda granuloza ve teka htcre
¢ogalmasi/atrezisi, steroidogenezis, oosit olgun-
lasmasi, ovulasyon ve luteinizasyonda intraova-
rian duzenleyici molekiller olarak islev gérdugu
ifade edilmektedir (17, 31, 37). Memelilerde
tanimlanan TGF-B1, TGF-B2 TGF-B3’Un ek-
spresyonu turler arasinda farklilik gdstermekte-
dir. Baz turlerde hicre proliferasyonunu inhibe
ettigi (23), bazi turlerde ise diger blyiime faktor-
lerinin etkisi altinda granuloza ve teka hucrel-
erinde proliferasyonu uyardigi belirtiimektedir
(4, 35).

Acl bibere aciligi veren etken madde kapsaisin

238



Ovaryumda CAP’in TGF-B1 Uzerine etkisi...

(trans -8- methyl-N- vanillyl-6-nonendamid),
Capsicum bitki ailesine ait olup, reseptéri olan
Vanilloid Reseptor 1 (VR1) araciligiyla, sensorik
sinir sonlarindan vazodilatator etkili P maddesi
(SP) ve Kalsitonin Gen lligkili Peptid (CGRP)
gibi  noéropeptidlerin  salinimini uyararak
analjezik etki gostermektedir (47). KAP agr
giderici etkisinin yaninda, immun (32), gastroin-
testinal (15), kardiovaskiiler ve solunum sistem-
leri (45, 48) olmak Uzere pek ¢ok sistem Uzerine
etkilidir. Son vyillarda fizyolojik ve farmakolojik
etkilerinden dolay tip alani ve ila¢g sanayinde
kullanimi yayginlasmistir (8, 11). KAP’In etkisi
dozuna, uygulama sekline ve dokuya gore
degisiklik gostermekte ve KAP‘in iki yonlu etkisi
oldugu belirtiimektedir (40). Dusuk konsantra-
syonda KAP sensorik sinirleri etkileyerek néro-
peptitlerin salinimini uyarirken, yiksek doz KAP
norotoksik etkilidir (19).

Yapilan taramalarda KAP’In ovaryum Uzerine
etkileri ile ilgili yeterli sayida ¢alismaya rastlana-
mamistir. Alatriste ve ark. (1) kobaylara, yuksek
dozda KAP uygulamasinin, puberteyi geciktirdi-
gini ve ovaryumdaki preantral ve antral follikille-
rin sayisini azalttigini bildirmiglerdir. Buna karsi-
Ik Moran ve ark. (24) yuksek doz (50 mg/kg)
KAP’In siganlarin puberteye gelme surelerini
etkilemedigini fakat yavrulama sayilarinda azal-
ma oldugunu bildirmislerdir. Ayni arastirmacilar
(24), KAP uygulanan siganlarin ovaryumlarinda
saglikh follikal sayilarinin azaldigini, atretik folli-
kul sayilarinin ise kontrol gruplarina gore arttigi-
ni gézlemiglerdir. Nance ve ark. (25) da yuksek
dozda KAP uygulamasinin, koitus sirasinda
ndyroendokrin  refleksin  bozulmasina  yol
actigini, dolayisiyla serviks uterinin sensorik
uyarim eksikliginin, fertilite izerine olumsuz etki
yaptigini bildirmiglerdir. Yiksek doz KAP’in ova-
ryum Uzerine etkileriyle ilgili galismalar mevcut-
ken, dusuk doz uygulamalariyla ilgili gcalismalar
sinirh sayidadir. Ozer ve ark. (30), civciv ra-
syonlarina %1 oraninda kirmizi aci biber ilave
ederek, genital sistem organlarinin daha hizli
gelisip puberteye daha erken girdiklerini
g6zlemlemigler ve kirmizi aci biberin biyolojik
aktivator bir madde oldugunu belirtmislerdir.

Zik ve ark. (49) da sigcanlara uyguladiklari distk
doz KAP’'In (0.5 mg/kg) folikilleri atreziden
korudugunu, foliklllerin gelisimini ve granuloza
hicre proliferasyonunu uyardigini be-
litmislerdir. Sinirh sayida yapilan g¢alismalarla,
distk doz KAP’In ovaryum Uzerinde olumlu
yonde etkileri oldugdu belirlenmigstir (43, 49).
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Yapilan literatlr taramasinda KAP uygulanmig
hayvanlarda, ovaryumda follikilogenezis ve
atrezide o6nemli rol oynayan TGF-B1 ek-
spresyonu Uzerine herhangi bir calismaya
rastlanamamisgtir. Dolayisiyla sunulan ¢alisma-
da, dusuk doz KAP uygulamasinin ovaryumda
TGF-B1 ekspresyonu Uzerine etkisinin olup/
olmadidinin belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Deneysel Uygulama

Calismada, Uludag Universitesi, Deney Hay-
vanlari Yetistirme, Uygulama ve Arastirma Mer-
kezi’'nden temin edilen 21 glnlik 30 adet Spra-
gue-Dawley irki disi si¢can kullanildi. Laktasyon
surecini tamamlayan 21 gunlik siganlar, follikdl
gelisiminin yogun oldugu puberte dénemine ka-
dar 15 glin boyunca ad libitum, pelet seklindeki
standart sigan yemi ile beslendiler, igme suyunu
serbest olarak tikettiler ve 12 saat aydinlik/ 12
saat karanlk periyodunda tutuldular, ayrica Kli-
ma ile bulunduklari oda sicakligi 21-23 °C, nem
ise %50-60 oraninda sabitlendi. Calismadaki
tim deneysel islemler Uludag Universitesi Hay-
van Deneyleri Yerel Etik Kurulu (UU HADYEK)
tarafindan onaylandi (Karar no: 2005/2).
Hayvanlar;  higbir  enjeksiyon  yapilmayan
(kontrol A grubu n: 10), KAP’In eritildigi tasiyici
solusyonun enjekte edildigi (kontrol B grubu n:
10) ve KAP (Sigma M2028) enjekte edilen
(deney grubu n: 10) olmak Uzere 3 gruba ayril-
di. KAP, %10 Tween 80 (Merck 817061), %10
absolit ethanol (Merck 100983) ve %80 steril
distile su igeren sollisyonda eritildi ve bu eritme
icin hazirlanan solisyon kontrol B grubu igin
kullanildi (0.3 ml/sigan). Her gun, tim gruptaki
hayvanlar tartildi ve gruplarin ortalama vicut
agirliklar gunluk olarak belirlendi. KAP, hayvan-
larin viicut agirhiklarindaki artis géz 6niine alina-
rak, enjeksiyon oncesi her gin taze olarak ha-
zirlandi. Eritilen KAP, toplamda 0.3 ml iginde
0.5 mg/kg dozda olacak sekilde, subkutan yolla,
deney grubundaki siganlara 15 gln suresince
enjekte edildi. Deney sonunda, dokularin alina-
cagi gin hayvanlara enjeksiyon yapilmadi.
Histolojik Prosediir

Onbes gin devam eden deney sonrasinda,
hayvanlar eter inhalasyonu ile uyutularak karin
bolgeleri acildi ve her iki ovaryum alindi. Ovar-
yumlar numaralandiriimis kasetler icerisinde %
10’'luk tamponlanmig nétral formalin solisyonu-
na alinarak 24 saat tespit edildi. Tespit sollusyo-
nunda bulunan ovaryumlar, degisik derecelerde
(%50, 70, 80, 90, absolit) alkol, ksilol ve parafin



Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(3), 238-246, 2018

Tablo 1. Ovaryum folikillerinin siniflandiriimasi (44).

Berrin ZIK

Folikiil Siniflari Oosit Oositi Cevreleyen Folikiil Epitel Hiicreleri

Primordiyal Folikiil Primer Oosit Tek katl yassi pregranuloza hucreleri ve en faz-
la bir tane kibik granuloza hicresi igerir.

Primer Folikiil Primer Oosit Tek katlh, iki ya da daha fazla sayida kiibik gra-
nuloza hiicresi igerir.

Sekonder Folikiil Primer Oosit iki ya da (i¢ kath kiibik granuloza hiicresi igerir.

Preantral Folikiil Primer Oosit Uc kattan daha fazla granuloza hiicresi igerir.
Antrum sekillenmemistir ya da granuloza hucre-
leri arasinda kuguk araliklar olusmustur.

Antral Folikiil Primer Oosit Cok kath granuloza hicreleri icerir ve antrum

sekillenmigtir.

serisinden gegirilerek, 58-60 °C’de eriyen para-
finle bloklandilar. Parafin bloklardan elde edilen
kesitlere, yapisal 6zelliklerin tespit edilebilmesi
icin Mallory’nin Crossmonn tarafindan modifiye
edilen Gg¢li boyama (7) ve immunohistokimyasal
boyama teknigi uygulandi (42).
immunohistokimyasal Prosediir

Parafin bloklardan 5 pym kalinligindaki kesitler
lizinli lamlara alinarak, indirekt streptavidin-
biotin-peroksidaz kompleks yontemi (42) ile bo-
yandi ve 1sik mikroskobunda (Nikon Eclips 80i,
Tokyo, Japonya) incelendi.
immunohistokimyasal boyamada, rabbit poliklo-
nal TGF-b1 (Santa Cruz, sc-90) primer antikor,
Histostain Plus Bulk (Zymed 85-6743) sekonder
antikor kiti kullanildi. Kesitler deparafinize edil-
dikten sonra suyu giderildi ve proteoliz igin disti-
le su igerisinde hazirlanan %0.05 Saponin
(Serva, Heidelberg, Almanya) solusyonu igeri-
sinde 20 dakika oda isisinda bekletildi. Fosfat
tampon solisyonu (PBS) ile yikamay: takiben
endojen peroksidaz aktivitesini dnlemek igin,
dokular %3’luk hidrojen peroksit solisyonu icer-
sinde 10 dakika bekletildi. PBS ile yikamay! ta-
kiben kesitler spesifik olmayan protein baglan-
malarini 6nlemek amaciyla sekonder kit igerisin-
deki bloking serum reagent A (Histostain Plus
Bulk / Zymed Labaratuvarlari, ABD) ile oda 1sI-
sinda 60 dakika muamele edildi. Daha sonra
kesitlere 1/750 dilisyondaki primer antikor dam-
latilarak +4 °C’de bir gece bekletildi. Bu arada
negatif kontrol grubu dokularina sadece PBS
solusyonu damlatildi. Kesitler biotinlenmis se-
konder antikor damlatilarak oda sicakliginda 10
dakika bekletildi ve yilkamayi takiben streptavi-
din-HRP komplekste oda sicakliginda 10 dakika
inkiibe edildi. Son asamada kromojen olarak
3,3’-diaminobenzidine (DAB- Zymed Labaratu-
varlari, ABD) kullanildi ve hematoksilen ile zit
boyama yapilarak preparatlar entellan yapistiri-
ci ile kapatildi.

Follikiillerin Morfolojik Siniflandirmasi
Calismada folliktller, klasik follikil siniflandir-
masi g6z énune alinarak siniflandiriimigtir (44).
Bu siniflandirmada, granuloza hicre sekli ve
hicre katman sayisi géz o6ntne alinmigtir
(Tablo 1).

Bulgular

Histolojik Bulgular

Calisma suresince deney ve kontrol gruplarini
olusturan hayvanlarda 6lim gdézlenmedi. Kont-
rol ve deney gruplarina ait siganlarin ovaryum
dokulari incelendiginde herhangi bir patolojik
bulguya rastlanmadi. Ayrica mikroskobik deger-
lendirmede deney grubu ovaryumlarinin, kontrol
gruplarindaki ovaryumlara oranla daha buyuk
oldugu gézlendi. Her U¢ gruba ait hayvanlarin
ovaryumlarinin germinatif epitel ile ¢evrili oldugu
ve bununda altinda tunika albuginea bulundugu
gorildd. Ovaryumlarin zona parankimatoza bo-
liminde degisik gelisim asamasinda olan folli-
kuller, (primordiyal, primer, sekonder, preantral,
antral, graf folikilleri) atretik folikiller ve bu foli-
killer arasinda da intersitisyel hicreler gozlendi

(Sekil 1).

Sekil 1. Kontrol grubu ovaryumlarinin genel gériinim, tglu
boyama. Bar 100 pm
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Deney grubundaki hayvanlara ait ovaryumlarda,
gelismekte olan follikullere rastlanmakla birlikte
Ozellikle buyuk antral/graff follikillerin, kontrol
gruplarina gore sayica daha fazla oldugu goz-
lendi. Kontrol A ve kontrol B grubuna ait ovar-
yumlarda ise, gelismekte olan folliklllerin ¢ok
sayida oldugu, blylk antral/graff follikillerin ise
deney grubuna goére daha az sayida oldugu dik-
kati cekti. Her U¢ gruptaki ovaryumlarda da kor-
pus luteum gozlenmedi (Sekil 2).

Sekil 2. Deney grubu ovaryumunun genel gérinimd, Gglu
boyama. Bar 100 ym.

immunohistokimyasal Bulgular

TGF-B1 immunreaksiyonu, tim gruplarin ova-
ryumlarinda; oositte, granuloza hicreleri, teka
hicreleri ve intersitisyel hiicrelerde farkli sid-
detlerde belirlendi (Sekil 3, Tablo 2). TGF-b1,
hicre icerisinde, farkli boyanma yodunlugunda
intrasitoplazmik tarzda gézlendi (Sekil 4).
Kontrol gruplari ve deney grubunun ova-
ryumlarinda tek kath prizmatik germinatif epitel,
siddetli  TGF-B1  immunpozitif  reaksiyon
goOsterdi. Ayrica tim gruplarin follikillerinde
bulunan oosit sitoplazmalarinda siddetli immun-
pozitif reaksiyon belirlendi (Sekil 5). Tum gru-

Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(3), 238-246, 2018

Sekil 3. Deney grubuna ait ovaryum dokusunda TGF-31
immunreaksiyonunun genel gorinimu. Yildiz: interstisyel
alani, ince ok: teka hiicreleri, ok basl: atretik folikller. Bar
100 pm.

Sekil 4. Deney grubuna ait ovaryum dokusunda intrasitop-
lazmik tarzda gortinen TGF-B1 immunreaksiyonu. Ok basi:
interstisyel alan, ok: teka hicresi, yildiz: granuloza hiicrele-
ri. Bar 25 ym.

plarin ovaryumunda yer alan atretik folliktllerde
TGF-B1 ekspresyonu gozlenmedi. Kontrol gru-
plarinin ovaryumlarinda gelismekte olan follikul-

Tablo 2. Kontrol ve deney gruplarinda TGF-b1'in immunohistokimyasal boyanma degerleri

Oosit Sitop- Granuloza Hiicreleri Teka Intersitisyel  Atretik Folli-
lazmasi Hiicreleri  Hiicreler kiiller
PO,P,S PAA
Kontrol A Grubu +++ + - + T+ N
(n:10)
Kontrol B Grubu +++ + - + T+t _
(n:10)
Deney Grubu +++ +++ +++ +++ +++ -
(n:10)

PO:Primordiyal Follikil, P: Primer Follikil, S:Sekonder Follikiil, PA: Preantral Follikil, A:Antral Follikil
-: boyanma yok, +: Hafif dizeyde boyanma, ++: Orta diizeyde boyanma, +++: Siddetli diizeyde boyanma
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lerin granuloza hicrelerinde ve follikil epitel
hicrelerinde  TGF-B1 immunreaksiyonu hafif
siddette gOzlenirken (+1), buyuk follikillerin
(preantral ve antral folliklllerin) granuloza
hicrelerinde TGF-B1 ekspresyonu gdézlenmedi
(Sekil 5). Deney grubunda ise gelismekte olan
folliktllerin (primordiyal, primer, sekonder) gran-
uloza hucrelerinde siddetli immunreaksiyon (+3)
gozlenirken, blyik follikillerin granuloza hiicrel-
erinde orta siddette (+2) immunreaksiyon belir-
lendi (Sekil 6). Kontrol gruplarinda folliktllerin
teka hucrelerinde TGF-B1 ekspresyonu hafif
siddette (+1) belirlendi, buna karsilik deney
grubunda siddetli immunreaksiyon (+3) g6zlen-
di. Intersitisyel hiicrelerde ise TGF-B1 ek-
spresyonu kontrol gruplarinda orta (+2), deney

B
dokusunda TGF-B1
immunreaksiyonu. Ince ok: sekonder folikiiliin oosit sitoplaz-
masi, yildiz: granuloza hicreleri, ok basl: intersitisyel alan,
kalin ok: teka hiicreleri. Bar 25 pm.

S i
N P 4
by S \\)v:bﬂ /A

Sekil 6. Deney grubuna ait ovaryum dokusunda TGF-§1
immunreaksiyonu. Ok basi: intersitisyel alan, kiguk yildiz:
sekonder follikiul ve atretik (A) follikillerin granuloza hiicrele-
ri, blyilk yildiz: biylk folliklllerin granuloza hiicreleri, ince
ok: oosit sitoplazmasi, kalin ok: teka hucreleri. Bar 50 ym.

Berrin ZIK

Sekil 7. Deney grubuna ait ovaryum dokusunda TGF-31
immunreaksiyonu. Ince ok: antral follikiil cosit sitoplazmasi,
yildiz: granuloza hiicreleri, kalin ok: teka hucreleri, ok basi:
intersitisyel alan. Bar 50 ym.

grubunda ise siddetli (+3) olarak gozlendi (Sekil
5,7).

Tartisma ve Sonug¢

Ovaryumda follikilogenez ve atrezi, endokrin
sistemi, bagisiklik sistemi, sinir sistemi ve para-
krin-otokrin faktorlerin de dahil oldugu pek gok
mekanizmalarla dizenlenmektedir (28, 29, 39).
Ovaryumlar sinirsel innervasyondan oldukga
zengindir. Duyusal innervasyon, ovaryum
fonksiyonunun diizenlenmesinde anahtar bir rol
oynamakla birlikte, afferent sinirler, gonadotro-
pinlere karsi follikiilogenez ve atrezinin diizen-
lenmesinde aktif rol alirlar (24). Ovaryumu in-
nerve eden KAP’a duyarl sensorik sinir sonlari
da, gonadotropinlere cevapta ovaryumda fol-
likilogenezisin ve atrezinin diizenlenmesine
katiimaktadirlar (3). Sinirsel innervasyondan
oldukgca zengin olan ovaryumda dusik doz
KAP’In etkilerini inceleyen ¢ok az c¢alisma
mevcuttur. Sunulan c¢alismada disuk doz
KAP’In, ovaryum follikilogenezisi ve atrezisinde
6nemli rol oynayan TGF-B1’in ekspresyonu
Uzerine etkisinin incelenmesi amaclanmigtir.
Yapilan ¢alismada distik doz KAP’In ovaryum-
da TGF-B1 ekspresyonunu arttirdigi gézlendi.
TGF-B1 ekspresyonu, ovaryumdaki follikillerin
oositlerinde, granuloza hicrelerinde, teka ve
intersitisyel hucrelerde saptandi. Kontrol gru-
plari ve deney grubunda tim follikillerin oosit-
lerinde TGF-B1 ekspresyonu benzer olup, sid-
detli immunreaksiyon goésterdi. Yapilan galisma-
ya benzer olarak sigan (41), fare (16), hamster-
lerde (36) yapilan immunhistokimyasal ¢alisma-
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larda da follikil siniflarinda farklik olmaksizin,
tum follikGllerin  oositlerinde TGF-B1  ek-
spresyonu gozlendi.

Arastirmalarda, TGF-B1’in tur, yas ve doku ti-
pine bagl olarak ekspresyonunun degistigi be-
lirtiimektedir (14, 21). Yapilan in vitro ¢calismalar-
da, erigkin olmayan sigan follikiillerinden (9) ve
hamster preantral follikillerinden (37) elde
edilen granuloza hiicrelerinde, TGF-B1’in prolif-
erasyonu arttirdigi, ineklerin blylk antral fol-
liktllerinden elde edilen granuloza hicrelerinde
(38) ise proliferasyonu inhibe ettigi belirtimekte-
dir. Bununla birlikte, insan ve farelerin preantral
folliktllerinin granuloza ve teka hicrelerinde
TGF-B1’in eksprese oldugu (5, 6), bunun aksine
ineklerin  tum  follikillerinde TGF-p1  ek-
spresyonuna rastlanmadigi bildiriimektedir (26).
TGF-B1’in ayrica sigan, domuz ve hamsterlerin
teka hcrelerinde eksprese edildigi bildiriimekte-
dir (20, 22).

Sunulan c¢alismada kontrol grubu ovaryum do-
kularinda gelismekte olan folliktllerin
(primordiyal, primer ve sekonder) granuloza
hicrelerinde zayif siddette immunreaksiyon
gozlenirken, gelismis follikillerde immunreaksi-
yon gb6zlenmemistir. Bunun aksine, galismada
uygulanan duisik doz KAP'In gelismekte olan
folliktllerin granuloza hucrelerinde TGF-81 ek-
spresyonunu arttirdigi, gelismis follikillerde ise
orta siddette TGF-B1 ekspresyonu sagladigi
belirlendi. Yapilan c¢alismaya benzer olarak,
Nilsson ve ark. (26) follikUller gelistikce TGF-31
ekspresyonunun  azaldidini  gdzlemigslerdir.
Bunun aksine, insanlarda folliktl gelisimine par-
alel olarak granuloza ve teka hucrelerinde TGF-
B1 ekspresyonunun arttigi bildiriimektedir (8).
Ayrica, yapilan ¢alismaya benzer olarak, insan-
larda (5), hamster ve sigan (20) ovaryumunun
teka ve intersitisyel hiicrelerinde TGF-31 protei-
ni tespit edilmistir. Sunulan ¢alismada, duslk
doz kisa sureli KAP uygulamasinin ovaryumda
Ozellikle follikGllerin granuloza hucrelerinde,
teka ve intersitisyel hicrelerde TGF-B1 ek-
spresyonunu arttirdigi gézlendi. Erdost ve ark.
(10) nin dusuk doz KAP ile yaptigi bir diger
calismada, diyetlerine dlsuk dozda aci kirmizi
biber ilave edilen tavuk ve horozlarin hipofiz
bezinde FSH ve LH sentezinin ilk aylardan iti-
baren arttigini saptamiglardir. Arastirmacilar
(10) bu hormonlarin hedef organlari olan gonad
gelisimini etkileyecegdini dusinmuslerdir. Zik ve
ark. (49) gunlik diyetle kirmizi biberden
alinacak miktara es deger dozda KAP’In, puber-
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ta oncesi sicanlarda ovaryum follikil atrezisini
Onledigini, proliferasyon faktoéri olan Ki 67 ek-
spresyonunu O6zellikle granuloza hicrelerinde
kontrol grubuna gore ylksek seviyede oldugunu
gOzlemleyerek, ovaryum Uzerinde disik doz
kisa sireli KAPIn follikil gelisiminde etkKili
oldugunu belirtmiglerdir. Ozer ve ark. (30)
kanatlilarda yaptiklari bir galismada, kirmizi aci
biber ile beslenen hayvanlarin ovaryumlarinda
follikller gelisimin daha hizli seyrederek deney
grubu hayvanlarin yumurtlama dénemine 11
glin o6nce girdiklerini ve yumurta perfor-
manslarinin kontrol grubuna goére daha ylksek
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica in vitro yapilan
bir calismada, dusik doz KAP’In granuloza
hdcrelerinde proliferasyonu  arttirdigi  belir-
tilmektedir (13). Dolayisiyla sunulan ¢alismada
kisa slreli disik doz KAP’In ovaryum Uzerinde
yapmis oldugu etkilerde TGF-B1 protein yolagi-
nin rol oynayabilecedi dustnulmektedir. KAP
reseptéri olan VR71’in granuloza hicrelerinde
varligi dusunadldaginde (43), KAP'In VR1 araci-
hdiyla TGF-B1 yolagini aktive ederek ovaryum
follikilogenezisini duzenledigi ileri surllebilir.
Ayrica sigan granuloza hucrelerinde TGF-31 ve
B2 varliginda FSH-R ve LH-R ekspresyonunun
arttigi da gosterilmektedir (12). KAP’'In granulo-
za, teka ve intersitisyel hucrelerde TGF-B1
ekspresyonunu arttirmasi bu hicrelerde FSH-R
ve LH-R ekspresyonunu da arttirabilecegi ve
dolayll olarak 6&strojen Uretiminde  etkili
olabilecegi 6ngorilebilir. Bununla birlikte TGF-
B1 seviyesinin hem polikistik over sendromlu
(PCOS) disi bireylerin serumlarinda (34) hem de
epitelyal over kanserli bireylerden alinan ovar-
yum dokularinda (18) yuksek miktarda oldugu
belirlenmistir.
Sonug olarak, sunulan ¢alismada, diisiik dozda
KAP uygulanmasinin, follikilogenezis
asamasinda TGF-B1 ekspresyonunu arttirdigi
tespit edilmigtir. KAP’In ovaryum Uzerine olasi
etkileri ile ilgili detayl galismalarin yapilmasina
ihtiya¢ oldugui ileri surdlebilir.
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Summary: In this study, it is aimed to search residues of enrofloxacin, doxycycline and tylosin which are widely used in
poultry farming in fresh and packaged chicken meat samples taken from five brands being sold nationwide, through
HPLC method. Enrofloxacin, doxycycline and tylosin levels in the samples of chicken meat were evaluated according
to “The Regulation on Classification of Active Pharmacologic Substances that might be Available in Food of Animal
Origin in Turkish Food Codex and Maximum Residue Limits” and international limits. Maximum residue limit (MRL) of
enrofloxacin, doxycycline and tylosin in muscle tissues of chickens must be 100 pg/kg according to applicable regulati-
ons and international limits. It was found in totally 300 analyzed samples (whole chicken, drumstick and breast meat)
that 11 (3.6%) of them had enrofloxacin, doxycycline and tylosin levels higher than MRL (between 100-150 pg/kg).
Residue levels were less than allowed limits in other samples. Six (2%) of these 11 samples had enrofloxacin, 3 (1%)
had doxycycline and 2 (0.6%) had tylosin residues. Since the results of this study showed that the majority of samples
were lower than allowed limits, these results were considered as positive. However, as long as medicines do continue
to be used for animals’ health, there will always be a risk of existence of medicine residues in food of animal origin.
Many stakeholders have a role in preventing residue risk arising out of veterinary medicines and all these persons must
pay necessary attention to residue purification duration, training programs and keeping regular records of animals.

Key words: Chicken meat, doxycycline, enrofloxacin, residue, tylosin

Tiiketime Sunulan Tavuk Etlerindeki Bazi Antibiyotik Kalintilarinin HPLC Yo6ntemi ile Belirlenmesi

Ozet: Bu calismada, kanatli hayvan yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan enrofloksasin, doksisiklin ve tilosin kalinti-
larinin, satisa sunulan bes farkh ulusal firmaya ait paketlenmis taze tavuk eti 6rneklerinde HPLC yontemiyle arastiril-
mas! amagclanmistir. Tavuk eti 6rneklerindeki enrofloksasin, doksisiklin ve tilosin diizeyleri, “Tirk Gida Kodeksi Hay-
vansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik Aktif Maddelerin Siniflandiriimasi ve Maksimum Kalinti Limitleri Ydnet-
meligi’ne ve uluslararasi limitlere gére degerlendirilmistir. iigili ydnetmelikte ve uluslararasi limitlerde enrofloksasin,
doksisiklin ve tilosin igin tavuk kas dokuda maksimum kalinti limiti (MKL) 100 pg/kg olarak verilmistir. Analizi yapilan
toplam 300 6rnegin (butun tavuk, but eti ve gogus eti) 11 (%3.6)'inde farkli 6rneklerde ve dizeyde MKL Uzerinde (100-
150 ug/kg arasinda) enrofloksasin, doksisiklin ve tilosin bulunmustur. Diger 6rneklerde ise izin verilen limitlerin altinda
belirlenmistir. Antibiyotik kalintisi tespit edilen 11 6rnedin 6 (%2)'s1 enrofloksasin, 3 (%1)'l doksisiklin ve 2 (%0.6)’si
tilosin olarak saptanmistir. Calismadan elde edilen sonugclarin, blytk oranda izin verilen limitlerin altinda kalmasi olum-
lu bir sonug olarak degerlendirilmistir. Ancak, hayvan saghgi igin ila¢ kullanimi s6z konusu oldugu surece, hayvansal
gidalarda ilag kalintilarinin bulunmasi riski muhtemeldir. Veteriner ilaglarindan ileri gelebilecek kalinti riskinin énlenme-
sinde pek gok paydasin roli bulunmaktadir ve tim ilgililer ilag kalinti arinma siresi, egitim programlari, hayvan kayitla-
rinin diizenli tutulmasi gibi konularda gereken hassasiyeti gdstermelidir.

Anahtar kelimeler: Doksisiklin, enrofloksasin, kalinti, tavuk eti, tilosin

Introduction
Antibacterial medicines are used in poultries for
treatment and protection purposes as well as
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increasing efficiency, and growth factors (10).
However, since most of these antibiotics that
have been used as growth factors and to acce-
lerate development have caused quick repro-
duction of some resistant strains among some
pathogenic bacteria types (Staphylococcus au-
reus, Escherichia coli, Salmonella spp., Campy-
lobacter spp.) in humans and animals, they are
no longer being used. European Union (EU) has
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widely prohibited to use antibiotic originated
growth factors in poultry farming in 1998, and
1999 and has prohibited the usage of all growth
factor antibiotics in the feeds of poultries in
2006. Rules applied in EU are also effective in
our country in accordance with harmonization
with EU legislations (6,22).

Inappropriate, illegal, uncontrolled and insensib-
le utilization of antibiotics in poultries causes
residues in food of animal origin (23). Resistant
bacteria populations increase and accumulate
in various organs and tissues, particularly in
liver and kidneys as a result of insensible and
uncontrolled utilization of antibiotics. On the ot-
her hand, these antibiotics may penetrate ani-
mal products and cause intoxications from mild
allergies to anaphylactic shocks, teratogenic,
mutagenic and carcinogenic effects, reproduc-
tion disorders and adverse effects on digestion
tract flora in humans that consume such pro-
ducts, based on the type and amount of antibio-
tics available in these products (1,6,13). Increa-
se of multi-resistant features of pathogenic mic-
roorganisms in antibiotics and utilization of simi-
lar antibiotic groups in treatment of humans and
animals has led us to think that the number of
antibiotics that can be used in treatment of hu-
mans will be significantly decreased in the futu-
re. The effectiveness of antibiotic, which causes
the occurrence of resistant bacteria, will also
decrease and, thus, the medicine consumption
will increase (6,20). Antibiotic residues penetra-
ting humans kill non-resistant and harmless
bacteria in the body and cause the reproduction
of strong and harmful bacteria, which also ren-
ders antibiotics ineffective. These residues also
prevent reproduction of starter cultures in food
industry, particularly in the production of yogurt,
cheese and sausage, which, in turn, causes the
occurrence of production faults and economic
losses (12). Medicine residues in foods that are
exceeding tolerated levels cause various threats
to the human health and such food must not be
consumed. Tolerance levels show allowable
levels of medicine residues in raw tissues ac-
cording to applicable legislations. However,
most of the food of animal origin, such as meat,
milk and egg, are consumed after they are coo-
ked through different methods, and such diffe-
rent cooking methods cause differences in the
solubility or quantities of medicine residues
(2,18).

Tetracycline group antibiotics (doxycycline),
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which are widely used for poultries since they
are broad spectrum antibiotics with low toxic
effects, broad spectrum fluoroquinolones
(enrofloxacin) and narrow effect spectrum mac-
rolides (tylosin) are the antibiotics that are used
widely in poultry farming (4,6,16). Therefore,
detection of enrofloxacin, doxycycline, and tylo-
sin residues in chicken meats is highly impor-
tant for the protection of the health of those who
are the end consumers of these chicken meats.
Possible antibiotics residue levels in the food of
animal origin must be determined through highly
selective and sensitive chemical methods. To-
day various advanced analytic methods capable
of quantitative measurement, such as ELISA,
Charm 1I, GC and HPLC, LC-MS and LC-MS-
MS are used to detect antibiotic residues in dif-
ferent foodstuff and meats (14,23). High perfor-
mance liquid chromatography (HPLC) is prefer-
red not only because of its capability to analyze
thermolabile compounds, but also because it is
a specific, certain and sensitive method (19).
Enrofloxacin, doxycycline and tylosin are widely
used antibiotics in poultry farming. Insensible
and uncontrolled utilization of antibiotics causes
resistant bacteria population to increase, their
residues penetrate animal products and cause
intoxications and undesired effects, ranging
from mild allergies to anaphylactic shocks on
humans that consume these products. HPLC is
the preferred method in calculating the levels of
antibiotic residues in food of animal origin since
it is a specific, certain and sensitive method.
Therefore, detection of enrofloxacin, doxycycli-
ne, and tylosin residues in chicken meats by
HPLC method is highly important for protection
of public health.

Material and Methods

300 packaged fresh chicken meat samples, 100
of which were whole chicken, 100 were drums-
tick and the last 100 were chicken breast, taken
from five different brands being sold nationwide
for consumption, were used in this study. These
samples were quickly brought to the laboratory
without breaking the cold chain (at +4°C).
Samples were analyzed by HPLC method in
order to detect enrofloxacin, doxycycline and
tylosin residues. The chemicals used in the
study were enrofloxacin (33699, HPLC rea-
gent), doxycycline (33429, HPLC reagent) and
tylosin (32298, HPLC reagent) standards, met-
hanol, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
(Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, USA), for-
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mic acid (Scharlau; Barcelona, Spain) and ace-
tonitrile (Merck; Darmstadt, Germany) (All che-
micals used in the study were used as HPLC
grade). 0.1 mg/ml stock standard solutions of
enrofloxacin and doxycycline standards were
prepared in methanol and tylosin standard was
prepared in acetonitrile.

The method suggested by Chico et al. (8) was
used for analysis after it was modified and
adapted for laboratory conditions. When prepa-
ring the samples, initially muscle tissues that
were separated from fat and skin tissues were
cut into small pieces. Then these pieces were
minced and 3 g of each were put into polypropy-
lene centrifuged tubes of 50 ml before adding
200 pl 0.1 M EDTA and 10 ml methanol: ultra
distilled water (70:30, v/v) mixture. The mixture
was mixed for 30 seconds with vortex and mec-
hanically for 15 minutes and then centrifuged at
2507xg for 5 minutes. 500 ul of extract was dilu-
ted with 2 ml ultra distilled water and this dilu-
tion was passed through 0.45 pym membrane
filter (Sartorius; Gottingen, Germany). Finally 20
I of filtrate was applied to HPLC system.
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phase, composed of acetonitrile and 0.1% for-
mic acid. Study standards, diluted at different
concentrations of 5, 10, 20, 50 and 100 pg/kg
from standard stock solution, were prepared for
calibration graphic. These solutions that were
prepared in different concentrations were stu-
died in 3 separate times to form calibration
graphics and their LOD (limit of detection) and
LOQ (limit of quantification) values were calcu-
lat